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Introducción
La leucemia linfocítica crónica (LLC) es una enfermedad con un curso clínico
extremadamente variable. Por este motivo, con el objetivo de predecir qué pacientes van a
progresar en poco tiempo, en las últimas décadas se han identificado varios factores
pronósticos de gran relevancia. Entre ellos, el estado mutacional de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IGHV) y las anomalías citogenéticas detectadas por hibridación in situ
fluorescente (FISH) se han consolidado como dos de los más potentes. Además, en algunos
casos indican la necesidad de un abordaje terapéutico diferente. En relación con el estado
mutacional IGHV, el patrón no mutado se observa en aproximadamente la mitad de los
pacientes con LLC y normalmente se caracteriza por presentar una enfermedad agresiva, al
contrario que el patrón mutado. La FISH es capaz de detectar alteraciones genéticas clonales
en aproximadamente el 80% de los sujetos con LLC. Estas alteraciones son, por orden de
frecuencia: deleción de 13q (13q-), deleción de 11q (11q-), trisomía 12 (+12) y deleción de
17p (17p-), las cuales, junto a la ausencia de anormalidades citogenéticas, definen cinco
grupos con pronóstico distinto. Además, el porcentaje de pérdidas en los casos de 11q-, 13q­
y 17p- también tiene valor pronóstico, de tal modo que los enfermos con un porcentaje
elevado de células con deleción son los que presentan una evolución peor.
Objetivos, material, métodos y resultados
El objetivo de esta Tesis Doctoral es analizar el impacto pronóstico de aspectos
concretos y novedosos acerca del estado mutacional IGHV y de la FISH en pacientes con
LLC. Se presentan a continuación los resúmenes de las publicaciones que han dado lugar a
esta Tesis.
Artículo 1. Mutation Status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients
from Northwest and Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia
En el primer trabajo se investigó el estado mutacional y las familias y segmentos
génicos de VH utilizados en 224 individuos con LLC procedentes de la región central y
noroeste de España. El perfil mutado se detectó en el 55,8% de casos. Estos enfermos
presentaron mejor supervivencia global (SG), y tiempo hasta primer tratamiento (TPT) que
los de perfil no mutado, y presentaron más frecuentemente 13q- y ausencia de CD38. En los
no mutados la expresión de CD38 y las alteraciones citogenéticas en 11q-, +12, 17p- fueron
ix
  
                
                
             
            
                
                 
      
 
               
       
                
           
             
               
                
                  
              
               
           
                 
              
            
 
         
      
             
                  
                
             
               
              
             
                
más comunes. La familia más usada fue VH3 seguida de VH1 y VH4, y los segmentos VH3­
30, VH1-69 y VH3-23, los más prevalentes. VH1-69 se asoció con un perfil no mutado, una
alta probabilidad de recibir tratamiento y peor SG. Los enfermos con VH3-11 también
presentaron supervivencia peor, además de anomalías citogenéticas de riesgo alto. En los
pacientes con VH5-51 se observó una tendencia a SG corta y a presentar perfil no mutado.
VH3-21 se detectó en un porcentaje bajo de enfermos, se asoció con el perfil mutado y una
tendencia a un TPT inferior.
Artículo 2. A High Proportion of Cells Carrying Trisomy 12 is Associated with a Worse
Outcome in Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia
En este segundo estudio se seleccionaron los casos con +12 de la base de datos del
Grupo Cooperativo Español de Citogenética Hematológica (GCECGH) y Grupo Español de
Leucemia Linfocítica Crónica (GELLC). Se investigó cuál era el mejor porcentaje de células
con trisomía capaz de discriminar a los pacientes con +12 en subgrupos pronósticos, y se
evidenció el 60% como el más adecuado. El 38,8% de los casos presentó la trisomía en
≥ 60% de las células. Estos pacientes tuvieron TPT y SG peor que los casos con +12 en
< 60%. Además, en el análisis multivariado el TPT mantuvo la significación estadística. Las
otras variables con efecto en el TPT fueron: tener síntomas B, los estadios clínicos avanzados
según la clasificación de Binet, la existencia de adenopatías, esplenomegalia, linfocitosis,
las pérdidas en 11q, y el aumento de la β2-microglobulina (B2M) y de la LDH séricas. Las
variables asociadas con una SG peor en el análisis multivariado fueron: el estadio clínico
avanzado, las alteraciones en 11q y los niveles altos de B2M.
Artículo 3. Characterizing Patients with Multiple Chromosomal Aberrations Detected
by FISH in Chronic Lymphocytic Leukemia
En el tercer artículo se seleccionaron los 323 pacientes con alteraciones múltiples (AM)
por FISH de la base de datos del GCEGCH y GELLC. La frecuencia de AM fue de 15,4%,
y en la mayoría de los casos (63%), las AM estaban presentes desde el diagnóstico. La
distribución de las combinaciones fue heterogénea, de tal modo que la asociación más
frecuente fue 13q- con 11q- (32,4%), seguida de 13q- con 17p- (25,9%), 13q- con +12
(15,9%), FISH-complejo (9,6%), +12 con 17p- (8,3%), +12 con 11q- (4,1%), y 11q- con
17p- (3,8%). En los pacientes con combinaciones que incluían 17p-, esta deleción aparecía
como un clon minoritario lo que sugería que pudiera tratarse de un evento genético tardío, a
x
  
                 
                   
                 
                   
             
                
 
 
            
  
             
                
             
                
             
                 
                
                 
                 
                
          
 
 
           
              
                
                
               
                
              
        
diferencia de 13q- o +12. El análisis de supervivencia se realizó en los casos con AM desde
el diagnóstico. La mediana de TPT en los pacientes con AM fue 27 meses y la SG 76 meses.
Dentro de los casos con AM, el TPT más prolongado se observó en la combinación +12 y
13q-. La SG en los enfermos con AM que contenían 17p- fue menor que la de los que no
presentaron alteraciones en 17p-. Los pacientes con FISH-complejo fueron los de SG peor
seguidos de los pacientes con 17p- y otra alteración y los pacientes con dos alteraciones sin
17p-.
Artículo 4. Hyperdiploidy as a Rare Event that Accompanies Poor Prognosis Markers
in CLL
En el último trabajo se analizó la frecuencia e implicaciones pronósticas de la
hiperdiploidía en la LLC. Para ello, se utilizó la base de datos del Hospital Universitario de
Salamanca. Se identificaron 8 casos con hiperdiploidía (0,59%), y la mayoría la presentaron
desde el diagnóstico. El estado mutacional IGHV, disponible en el 57% de los casos, fue en
todos ellos no mutado. Se detectaron alteraciones cromosómicas adicionales en 57% de los
pacientes, que incluyeron: 17p- (2 casos), 11q- y alteración IGH (1 caso) y 13q- e IGH (1
caso). En un paciente se observó una mutación TP53 con una carga mutacional del 95%, sin
17p-. Se requirió tratamiento en 86% de los pacientes, con una mediana de TPT de 1,4 meses.
La mediana de SG desde el momento del diagnóstico fue de 66 meses, y desde el momento
de la adquisición de la hiperdiploidía de 20 meses. Tanto el TPT como la SG fueron
significativamente inferiores a las de los pacientes sin hiperdiploidía.
Conclusiones
Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral aportan aspectos novedosos acerca
del estado mutacional IGHV y la FISH. Respecto al estado mutacional IGHV, se confirmó
que los pacientes con perfil mutado tienen mejor pronóstico que los no mutados, y se observó
que los segmentos VH3-11 y VH5-51 se asocian con mal pronóstico. En relación a la FISH,
este trabajo pone en evidencia tres factores que aportan un pronóstico malo a los pacientes
con LLC: (a) presentar un porcentaje ≥ a 60% de células con +12; (b) las alteraciones
múltiples por FISH cuando se manifiestan desde el momento del diagnóstico; y (c) la
hiperdiploidía, pese a que es un hallazgo muy inusual. 
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Introduction
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a neoplasm with an extremely variable clinical
course. For this reason, in the last decades, different prognostic factors have been
investigated in order to predict which patients are going to progress in a short period of time.
Among them, mutational status of the immunoglobulin heavy chain variable region (IGHV),
and cytogenetic abnormalities detected by FISH have been consolidated as two of the most
powerful factors. In addition, in some situations they indicate a different therapeutic
approach. Mutations occur in approximately half of the cases, and usually present with non­
progressive disease, in contrast to patients with a non-mutated pattern. FISH studies are able
to detect clonal genomic aberrations in the majority (>80%) of CLL patients. The most
common recurrent chromosomal abnormalities include: 13q deletion (13q-); 11q deletion
(11q-); trisomy 12 (+12); and 17p deletion (17p-), defining five prognostic categories with
different survival times. Besides, the percentage of cells with the deletion in the cases of
11q-, 13q- and 17p- also adds prognostic value.
Aim, material, methods and results
The aim of this Thesis is to analyze the prognostic impact of particular and novel aspects
about the mutational status IGHV and FISH in patients with CLL. The abstracts of the papers
that compose this Thesis are shown next.
Paper 1. Mutation Status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients from
Northwest and Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia
In the first study, the mutational status and IGHV gene family usage was analyzed in
224 CLL patients from central and northwest region of Spain. The mutated pattern was
detected in 55.8% of the cases and they had a better overall survival (OS) and time to first
treatment (TTFT) than the non-mutated ones. An association with 13q-, and absence of
CD38 was observed in patients with mutations; while non-mutated harbored more often
11q-, +12, 17p- and CD38. The most frequently used IGHV family was VH3 followed by
VH1 and VH4. The regions VH3-30, VH1-69 and VH3-23 were the most commonly used.
VH1-69 was expressed at a higher frequency in non-mutated patients, and these patients had
a high probability to be treated and poor OS. VH3-11 was also associated with worse OS,
and high-risk cytogenetic abnormalities. In the cases with VH5-51 a tendency to a worse OS
and non-mutated pattern was observed. VH3-21 was detected in a low percentage of cases,
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but most of them belonged to the group of mutated CLL, and among them, a tendency to a
worse TTFT was observed.
Paper 2. A High Proportion of Cells Carrying Trisomy 12 is Associated with a Worse
Outcome in Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia.
In this paper the cases with +12 were selected from the GCECGH (Grupo Cooperativo
Español de Citogenética Hematológica) and GELLC (Grupo Español de Leucemia
Linfocítica Crónica) databases. The best cutoff value that divided patients with +12 into
prognostic subgroups, was 60% of cells with the trisomy. A total of 115 patients (39.8%)
harbored trisomy 12 in ≥ 60% of the cells. These patients had worse TTFT and OS than cases
with +12 in <60%. In addition, in the multivariate analysis the TTFT maintained the
statistical significance. The other variables with effect on TTFT were: B symptoms, clinical
stage, lymphadenopathy, splenomegaly, lymphocytosis, 11q-, β2-microglobulin (B2M), and
LDH. The variables that demonstrated statistical significance in OS in the multivariate
analysis were the clinical stage, B2M and 11q-.
Paper 3. Characterizing Patients with Multiple Chromosomal Aberrations Detected by
FISH in Chronic Lymphocytic Leukemia.
In this work, a total of 323 patients with multiple abnormalities (MA) detected by FISH
were selected from the database of the GCEGCH and GELLC. The frequency of MA was
15.4%, and in most of the cases (63%) they were observed since diagnosis. The distribution
of the combinations was heterogeneous, with the most frequent association being 13q- with
11q- (32.4%), followed by 13q- with 17p- (25.9%), 13q- with +12 (15.9% ), complex-FISH
(9.6%), +12 with 17p (8.3%), +12 with 11q- (4.1%), and 11q- with 17p- (3.8%). In patients
with combinations involving 17p-, this deletion appeared as the minor clone suggesting it as
a late genetic event, contrary to 13q- or +12. Survival analysis was restricted to cases with
MA since the moment of diagnosis. Median TTFT in patients with MA was 27 months, and
median OS was 76 months. Among cases with MA, the best TTFT was observed in the
combination +12 and 13q-. MA containing 17p- showed a worse OS than MA without 17p-.
Patients with complex-FISH were the ones with worse OS followed by patients with 17p­
and another abnormality and patients with two alterations without 17p-.
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Paper 4. Hyperdiploidy as a Rare Event that Accompanies Poor Prognosis Markers in
CLL
In the last paper, the frequency and predictive impact of hyperdiploidy in CLL was
determined. For this purpose, the database of the Salamanca University Hospital was
scanned. Eight cases with hyperdiploidy (0.59%) were identified, and most of them
presented it since diagnosis. The mutational status, available in 57% of cases, was in all of
them non-mutated. Additional chromosomal abnormalities were detected in 57% of the
patients, including: 17p- (2 cases), 11q- and IGH alteration (1 case) and deletion of 13q- and
IGH (1 case). Only one patient showed a TP53 mutation with a mutational burden of 95%,
and without 17p-. Most of the patients (86%) required treatment with a median TTFT of 1.4
months. The median OS from the moment of diagnosis was 66 months, and from the time
of acquisition of hyperdiploidy 20 months. TTFT and OS were significantly shorter
compared to the group of patients without hyperdiploidy.
Conclusions
The results presented in this Thesis point out novel aspects about the mutational status
of IGHV and FISH studies. Regarding the mutational status, patients with mutated pattern
have better prognosis than the non-mutated ones, and VH1-69, VH3-11 and VH5-51
segments were associated with poor prognosis. In relation to FISH, our work reveals three
factors that contribute to poor prognosis in CLL: i) to have a percentage of cells with +12 ≥
60%; ii) Multiple FISH abnormalities, carried since the time of diagnosis: iii) Hyperdiploidy,
although it is a very unusual finding. 
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1.1. Características generales de la leucemia linfocítica crónica
1.1 Características generales de la leucemia linfocítica crónica
Definición y diagnóstico
La leucemia linfocítica crónica (LLC) es una neoplasia de célula B madura que se
caracteriza por la proliferación y acumulación de linfocitos B en sangre periférica, médula
ósea, bazo y ganglios linfáticos. Para establecer su diagnóstico se requiere la presencia de al
menos 5×109/L linfocitos monoclonales con fenotipo de LLC en sangre periférica. En los
casos en los que no existe linfocitosis, pero sí afectación extramedular por células de LLC,
se prefiere el término de linfoma linfocítico de célula pequeña (1,2).
La LLC es el tipo de leucemia más frecuente en los países occidentales, con una
incidencia aproximada en Europa de 5 casos por 100.000 habitantes/año (3). Afecta
principalmente a personas de edad avanzada, con una mediana de edad al diagnóstico entre
67 y 72 años, aunque en los últimos años se tiende a diagnosticar en edades más tempranas
debido al número creciente de analíticas rutinarias que se realizan a la población general. Es
más prevalente en varones que en mujeres con una proporción 2:1 (4,5). 
La linfocitosis B monoclonal (LBM) se define como la expansión de linfocitos B
clonales con inmunofenotipo de LLC en sujetos sanos, sin otros datos de linfoma. Si se
utilizan técnicas de citometría de flujo de alta sensibilidad, se puede detectar hasta en el 12%
de individuos mayores de 40 años (6). Es un acontecimiento que precede al desarrollo de la
LLC en todos los casos, si bien no todos los casos de LBM evolucionan a LLC. De hecho,
una de las novedades de la reciente actualización de la clasificación de la Organización
Mundial de la Salud (OMS) es la existencia de dos tipos de LBM: (a) número bajo de
linfocitos, definido por la presencia de < 0,5×109/L linfocitos B clonales; y (b) recuento alto,
en el que se observan ≥ 0,5×109/L. Esta puntualización es importante, ya que la LBM de
“número bajo de linfocitos” no necesita seguimiento médico rutinario, porque raramente
evoluciona a LLC, a diferencia de la LBM de “alto recuento” en la que se deben hacer
revisiones como si se tratase de una LLC en estadio inicial (7).
1.1.1.1 Citología
En sangre periférica se observa típicamente un infiltrado linfocitario monomorfo de
linfocitos maduros con cromatina condensada en acúmulos y un citoplasma escaso,
discretamente basófilo sin granulación (Figura 1) (5). Las sombras de Gumprecht, o
sombras nucleares, acompañan a los linfocitos, y se ha especulado que cuando son > 30%
3
  
 
           
                
      
             
              
             
           
              
          
    
               
              
               
                 
             
            
              
             
     
             
             
           
 
               
      
1. Introducción
Figura 1. Frotis de sangre periférica de un paciente con LLC (imagen extraída del Atlas
del Grupo Español de Citología Hematológica).
condicionan un pronóstico mejor (8). No es infrecuente observar algunos prolinfocitos
acompañando a las células de LLC, que deben suponer < 10%; o células con el núcleo
hendido, también en baja proporción.
La médula ósea se caracteriza por ser hipercelular a expensas de una infiltración
linfocitaria de al menos un 30%. En la biopsia existen varios patrones de infiltración:
nodular, difuso e intersticial. El aspirado/biopsia de médula ósea no es una prueba
indispensable para el diagnóstico de esta enfermedad. Debe realizarse en casos
excepcionales como, por ejemplo, para diagnosticar el origen de las citopenias o detectar la
enfermedad mínima residual (EMR) tras finalizar un tratamiento (9).
1.1.1.2 Citometría de flujo
La citometría de flujo es una técnica crucial para establecer el diagnóstico de LLC, pues
confirma la naturaleza clonal de los linfocitos, e identifica un patrón de marcadores típicos
de la enfermedad. La LLC se caracteriza por expresar los marcadores de célula B: CD19,
CD20 y CD22. CD20 y CD22 se expresan de forma débil y CD79b suele ser negativo o
expresarse muy débilmente. FMC7 es negativo. Además, se observa una restricción de las
cadenas de superficie de inmunoglobulinas lambda o kappa, que se expresan también
débilmente. El marcador de célula T CD5 es característico, y CD200 suele expresarse de
forma fuerte y puede ayudar a establecer el diagnóstico diferencial con otros síndromes
linfoproliferativos B con expresión hemoperiférica.
Si bien existe un sistema de clasificación, ampliamente utilizado en la práctica clínica
para establecer el diagnóstico de LLC (Tabla 1), existen algunos casos atípicos con
variaciones en la expresión de algunos marcadores previamente descritos (10–12).
4
        
 
  
               
           
                
              
           
              
             
           
                 
                  
        
     
    
             
                
            
             
            
            
           
              
            
           
 
                 
 
   
1.1. Características generales de la leucemia linfocítica crónica
Tabla 1. Sistema de clasificación para el diagnóstico de LLC (11).
 
Puntos Marcador 1 0 
CD5 Positivo Negativo 
CD23 Positivo Negativo 
FMC7 Negativo Positivo 
Cadenas ligeras de Ig Débil Moderado/Fuerte 
CD22/CD79b Débil/Negativo Moderado/Fuerte 
4-5 puntos= diagnóstico de LLC-; 3 puntos= diagnostico poco probable de LLC-; < 3 puntos= no LLC
Etiología
La causa inicial que origina la LLC es desconocida, a diferencia de otros tumores (13).
Sin embargo, parece existir una predisposición familiar a desarrollar la enfermedad.
Mediante citometría de flujo se puede detectar una LBM hasta en un 17% de los familiares
de pacientes con LLC (14). Además, en los casos familiares se observa con relativa
frecuencia el fenómeno de anticipación genética (15). Actualmente se están utilizando
técnicas de secuenciación masiva para el estudio de las causas genéticas que predisponen a
padecer la enfermedad en los casos familiares. Como posibles agentes causales, se han
encontrado algunos polimorfismos, o la desregulación de los telómeros (16,17).
En cuanto a la patogenia de la enfermedad, la teoría más aceptada es que la célula que
origina la LLC se vuelve clonal tras la interacción de su receptor de célula B (BCR) con un
“autoantígeno”, que promueve su expansión posterior (18).
Manifestaciones clínicas y complicaciones
1.1.3.1 Síntomas y signos
La LLC se caracteriza por presentar un curso clínico altamente heterogéneo. En muchos
de los casos su diagnóstico es un hallazgo en pacientes asintomáticos que se someten a una
analítica rutinaria. Otros casos se diagnostican tras padecer síntomas derivados de la
enfermedad. En primer lugar, la acumulación de linfocitos puede originar citopenias, y a
consecuencia de ello el paciente puede presentar síndrome anémico, clínica hemorrágica o
infecciones. Únicamente el 5-10% de los pacientes consultan por presentar los típicos
síntomas “B” asociados a linfoma que se detallan a continuación:
• Pérdida no intencionada ≥ 10% del peso corporal en los últimos 6 meses.
• Fiebre de origen no infeccioso durante al menos 2 semanas.
5
  
 
    
             
            
                
             
                
            
     
  
           
              
   
  
               
               
         
            
           
               
   
         
        
           
            
  
         
  
           
             
                 
                 
1. Introducción
•	 Sudoración nocturna profusa.
Las adenopatías son el hallazgo que se encuentra más habitualmente en la exploración
física. Los lugares más frecuentemente afectos son las regiones cervical, supraclavicular y
axilar. La esplenomegalia ocurre en alrededor del 25% de los casos y suele ser no dolorosa,
mientras que la hepatomegalia solo ocurre en torno al 15% (19,20). La infiltración
extraganglionar de órganos y tejidos por células de LLC es más rara, aunque posible. La piel
es el lugar extraganglionar más frecuentemente afecto, aunque únicamente se produce en
<5% de los casos.
1.1.3.2 Complicaciones
Durante la evolución de la enfermedad no es infrecuente observar diversas
complicaciones no solo debidas a la LLC, sino también a consecuencia de los tratamientos
que se administran.
1.1.3.2.1 Infecciosas
Las infecciones son la principal causa de muerte en los pacientes con LLC y son
responsables de aproximadamente el 50% de las mismas. Se deben no solo a una alteración
cuantitativa del sistema inmune (neutropenia, hipogammaglobulinemia), sino a una
alteración cualitativa del mismo, principalmente a la disfunción de los linfocitos T
acompañantes (21,22). Además, los tratamientos específicos para la LLC contribuyen al
deterioro del sistema inmune. Con el fin de prevenir las infecciones, se pueden utilizar las
siguientes estrategias:
•	 Vacunación contra la gripe y el neumococo.
•	 Administración de inmunoglobulinas inespecíficas en pacientes con
infecciones recurrentes y niveles de inmunoglobulina G <500 mg/dL (23,24).
•	 Uso de factor estimulante de colonias granulopoyéticas en las fases de
neutropenia (25).
•	 Profilaxis antibióticas específicas según el tratamiento utilizado.
1.1.3.2.2 Autoinmunes
La anemia hemolítica autoinmune (AHAI), caracterizada por presentar una prueba de
la antiglobulina (test de Coombs) directa positiva y datos analíticos de hemólisis, puede
ocurrir hasta en el 5-10% de los pacientes con LLC (26). Se ha relacionado además con el
uso de análogos de las purinas, y es más frecuente en estadios avanzados de la enfermedad.
6
        
 
              
               
               
    
          
               
             
           
           
        
   
               
                
                
                 
                
            
   
          
      
           
  
               
              
             
             
        
   
             
                
             
1.1. Características generales de la leucemia linfocítica crónica
La aplasia pura de células rojas es una complicación infrecuente que se caracteriza por
la ausencia de progenitores eritroides en la médula ósea. Se debe sospechar en anemias con
recuento de reticulocitos bajo y su diagnóstico se confirma con un aspirado de médula ósea
(AMO) y biopsia.
La trombocitopenia inmune primaria (PTI) sintomática se observa en aproximadamente
el 3% de los pacientes con LLC. Suele cursar como un episodio de trombocitopenia aguda
y, si se asocia con AHAI, se denomina síndrome de Evans (27).
En general estas complicaciones se tratan con inmunosupresores como los corticoides,
anticuerpos monoclonales anti-CD20 o, en situaciones de respuesta subóptima, mediante el
tratamiento específico de la LLC subyacente (28).
1.1.3.2.3 Transformación
El síndrome de Richter, o transformación de la LLC, consiste en la aparición de un
linfoma de alto grado en un paciente con LLC. Esta complicación ocurre entre un 2-9% de
los casos de LLC y es más frecuente en pacientes que presentan alteraciones en los genes
TP53, NOTCH-1 o MYC (29). En el 95% de los casos consiste en una evolución a linfoma
B difuso de célula grande (LBDCG), y en el 5% restante a un linfoma de Hodgkin.
Recientemente se ha documentado que existen dos tipos diferentes de síndromes de
Richter (30):
•	 Clonalmente relacionado (90%): Pronóstico infausto, con una mediana de
supervivencia de unos 3 meses.
•	 Clonalmente independiente (10%): Pronóstico similar al de un LBDCG de
novo.
El otro tipo de transformación que puede surgir de la LLC, mucho más infrecuente, es
a una leucemia prolinfocítica B, caracterizada por la aparición de >55% de prolinfocitos en
sangre periférica. En estos casos, el cuadro clínico suele cursar con leucocitosis llamativa
(>100×109/L), esplenomegalia y menor carga adenopática, y es más común en los pacientes
que han recibido tratamientos previos con fludarabina.
1.1.3.2.4 Segundas neoplasias
Existe una probabilidad aumentada de desarrollar un tumor sólido en los pacientes con
LLC respecto a la población general. Se desconoce si esto es debido al efecto de los
tratamientos utilizados o a la desregulación del sistema inmune propia de la enfermedad
7
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1. Introducción
Tabla 2. Diagnóstico diferencial mediante marcadores inmunofenotípicos de la LLC y otras
neoplasias B crónicas con expresión periférica (adaptado de Matutes et al. (11,32)).
Marcador inmunofenotípico 
Neoplasia linfoide B Cadenas CD5 CD23 FMC7 CD22 CD79b CD200 Otros ligeras 
LLC Débil ++ ++ -/+ Débil/neg Débil/neg ++ 
LLC atípica Débil ++ ++ -/+ Débil/neg Débil/neg ++ 
Leucemia prolinfocítica-B Fuerte -/+ - ++ + ++ Débil/neg 
Tricoleucemia Fuerte - - ++ ++ + +/- CD11c y CD103
Linfoma folicular Fuerte -/+ -/+ ++ ++ ++ - CD10 +/-
Linfoma de células del manto Fuerte ++ - ++ ++ ++ Débil/neg CD20 fuerte 
Linfoma de la zona marginal Fuerte -/+ -/+ ++ ++ ++ - CD20 fuerte 
Macroglobulinemia de Waldenström Fuerte - - + + + - CD20 fuerte 
neg=negativo; LLC= leucemia linfocítica crónica
(31). También se ha observado incremento de los casos de leucemia aguda y síndrome
mielodisplásico.
Diagnóstico diferencial
Fundamentalmente, la linfocitosis es el hallazgo ante el que se debe plantear el
diagnóstico diferencial de la LLC. Ésta puede ser reactiva o clonal. Las causas reactivas de
linfocitosis pueden ser originadas por linfocitos B (esplenectomía, tabaquismo,
esplenomegalia en paludismo), o por linfocitos T (bacterianas, virales, enfermedad del suero,
enfermedad de Addison, tirotoxicosis, esplenectomía). Las causas neoplásicas también
pueden ser originadas por linfocitos B o T. El mayor dilema se plantea con los síndromes
linfoproliferativos B de bajo grado. En la Tabla 2 se describen las principales características
inmunofenotípicas que permiten realizar el diagnóstico diferencial en estos casos.
Factores pronósticos
Los pacientes con LLC presentan un pronóstico extremadamente variable. Hay
enfermos que necesitan recibir tratamiento desde el momento del diagnóstico, mientras otros
permanecen asintomáticos o nunca serán tratados en el curso de su evolución. Por tanto, los
marcadores pronósticos son importantes para predecir el curso clínico, además de aportar un
mejor conocimiento de la biología de la enfermedad. En los últimos 20 años se ha producido
una revolución en este campo, con la aparición y consolidación de multitud de factores
pronósticos clínicos, analíticos, biológicos, genéticos y moleculares. En este apartado se
describen brevemente los factores pronósticos más relevantes. El estado mutacional de la
región variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGHV), y las alteraciones
8
        
 
             
     
   
         
               
              
                
    
                
            
              
     
              
              
    
              
             
                 
              
               
             
    
                 
               
       
   
           
              
          
             
             
     
1.1. Características generales de la leucemia linfocítica crónica
citogenéticas detectadas por FISH se expondrán en un apartado específico, debido a su
relevancia en esta Tesis.
1.1.5.1 Marcadores analíticos
Los marcadores séricos lactato deshidrogenasa (LDH) y, β2-microglobulina (B2M)
indican alta carga tumoral cuando se encuentran elevados. No son específicos de la LLC ya
que se elevan también en otras neoplasias, linfomas u otras situaciones clínicas como la
insuficiencia renal en el caso de la B2M, pero son sencillos de determinar en la práctica
clínica habitual (33).
La duplicación linfocitaria en 6 meses o el aumento de la cifra de linfocitos superior al
50% respecto al control previo en 2 meses constituyen factores pronósticos fácilmente
aplicables (34) que, además, forman parte de los criterios para iniciar tratamiento (35).
1.1.5.2 Expresión de proteínas
El nivel de expresión de las proteínas CD38, ZAP-70 (proteína asociada a la cadena
zeta) y CD49d, detectadas mediante citometría de flujo, influyen en el pronóstico de los
pacientes con LLC.
La expresión elevada de CD38 confiere un curso clínico agresivo. Sin embargo, es un
marcador con algunas limitaciones, pues su expresión varía durante la evolución de la
enfermedad, y no está claro el punto de corte de positividad que se debe considerar, ya que
según los distintos estudios publicados, éste fluctúa entre el 7 y el 30% (36–38).
En cuanto a CD49d, su expresión superior al 30% se asocia con pronóstico clínico malo.
Además, recientemente, se ha demostrado que es el factor pronóstico citométrico con mayor
impacto clínico (39,40).
Por último, la expresión de ZAP-70, con punto de corte igual o superior al 20%, se ha
asociado con mal pronóstico, además de ser un marcador auxiliar de la existencia de un
patrón no mutado del gen IGHV (41,42).
1.1.5.3 Marcadores moleculares
Las técnicas de secuenciación masiva han ayudado a identificar nuevos marcadores
pronósticos (43–46) entre los que destacan los genes: supresor de tumores p53 (TP53), ataxia
teleangiectasia mutada (ATM), proteína homóloga neurogénica 1 (NOTCH-1), factor de
splicing 3B subunidad 1 (SF3B1), proteína 3 baculoviral IAP (BIRC3) y respuesta primaria
de diferenciación mieloide 88 (MYD88). En la Tabla 3 se resumen las principales
características que confieren estas mutaciones.
9
  
 
                
            
               
           
    
              
          
          
                
            
   
            
           
               
                  
              
   
              
             
           
               
             
            
            
           
       
    
 
   
     
  
  
    
     
1. Introducción
Tabla 3. Mutaciones genéticas recurrentes más frecuentemente observadas en los pacientes
con LLC en el momento del diagnóstico.
Mutación Cromosoma Asociación Función biológica Pronóstico Frecuencia
 
NOTCH1 9 trisomía 12 señalización de NOTCH1 malo 10-15% 
SF3B1 2 deleción 11q splicing del ARN mensajero malo 5-10% 
BIRC3 11 deleción 11q señalización NF-κB malo 4% 
MYD88 3 deleción 13q señalización NF-κB bueno 3% 
ATM 11 deleción 11q maquinaria de reparación ADN malo 12% 
TP53 17 deleción 17p maquinaria de reparación ADN muy malo 5-10% 
LLC= leucemia linfocítica crónica
Las mutaciones de TP53 se detectan en el 5-10% de las LLC en el momento del
diagnóstico, aunque su incidencia aumenta en pacientes refractarios o con síndrome de
Richter hasta el 40-50%. Su presencia es de importancia crítica, pues separa un subgrupo de
pacientes con muy mal pronóstico, quimio-refractarios y que necesitan un abordaje
terapéutico diferente (47–50).
En la misma línea, las mutaciones en ATM, se asocian con un pronóstico y
supervivencia malos y un patrón IGHV no mutado (51,52).
Los pacientes que presentan mutaciones en NOTCH-1 también presentan pronóstico
adverso. Se han detectado hasta en el 30% de los enfermos que evolucionan a síndrome de
Richter. Además, en pacientes con trisomía 12 (+12) diferencian casos con mal
pronóstico (53,54).
Otro marcador molecular que confiere mal pronóstico es SF3B1, que suele ir
acompañado de deleción 11q (11q-) o mutaciones en ATM (55).
Las mutaciones de BIRC3 son las menos frecuentes y se han asociado con resistencia a
la fludarabina en los casos en los que no se detectan alteraciones de TP53 (56). En cambio,
las mutaciones de MYD88 se han asociado con buen pronóstico en los pacientes con
LLC (57).
Por otra parte, las técnicas de secuenciación masiva han ayudado a conocer mejor la
complejidad genética de la LLC. Además de la heterogeneidad genómica que ocurre entre
pacientes con LLC, dentro de un mismo paciente existe también heterogeneidad
intratumoral. Se sabe que la evolución del cáncer puede darse por la selección de subclones
(alteraciones que existen en un pequeño porcentaje de las células tumorales). Estos subclones
pueden adquirir una ventaja proliferativa tras ser seleccionados por un tratamiento o
mediante el microambiente celular (58), y convertirse en mutaciones clonales (presentes en
10
        
 
               
               
             
   
     
               
              
            
           
           
       
   
       
                 
              
            
              
           
        
 
       
 
 
      
   
       
    
   
    
 
   
      
  
    
       
       
1.1. Características generales de la leucemia linfocítica crónica
Tabla 4. Escala pronóstica de Rai (19).

Territorios adenopáticos Hb 
Características Estadío Plaquetas Riesgo SPV (años) 
A Adenopatías ≤ 2 territorios ≥ 10 g /dL ≥ 100 x 109/L Bajo 12 
B ≥ 3 áreas linfáticas afectas ≥ 10 g /dL ≥ 100 x 109/L Intermedio 7 
C < 10 g /dL < 100 x 109/L Alto 2-4 
SPV=supervivencia
Tabla 5. Escala pronóstica de Binet (20).
Estadio Características Riesgo SPV (años) 
0 Linfocitosis en sangre periférica y médula ósea Bajo 10 
1 Linfocitosis + adenopatías Intermedio 7 
2 Linfocitosis +/- hepatomegalia o esplenomegalia Intermedio 7 
3 Linfocitosis + anemia (Hb < 11g/dL) Alto 1,5 - 4 
4 Linfocitosis + trombopenia (plaquetas < 100x109/L) Alto 1,5 - 4 
SPV=supervivencia
todas las células tumorales). Además, el clon dominante puede cambiar a lo largo de la
evolución de la enfermedad y contribuir a distintos tipos de recaída (59). Casi todas las
mutaciones y alteraciones cromosómicas en la LLC pueden ser clonales o subclonales en
función del caso.
1.1.5.4 Otros marcadores pronósticos
Existen muchos más factores que se han asociado con el pronóstico de los pacientes con
LLC publicados en la literatura. A continuación se enumeran los más relevantes junto con
los descritos previamente: edad, sexo, patrón de infiltración medular, porcentaje de sombras
de Gumprecht, porcentaje de prolinfocitos, la expresión de algunos microRNAs (60,61),
niveles elevados de lipoproteínlipasa y más recientemente, la enfermedad mínima residual
negativa tras administrar un tratamiento (60–63).
Escalas pronósticas
1.1.6.1 Sistemas clásicos de Rai y Binet
Los sistemas de clasificación de Rai y Binet (19,20) se publicaron hace más de 40 y 35
años, respectivamente, y siguen vigentes en la actualidad en la práctica clínica habitual, pues
discriminan bien grupos pronósticos, son fácilmente aplicables y no implican ningún coste
adicional (véase Tabla 4 y Tabla 5). Su principal desventaja es la incapacidad para
discriminar pacientes de alto riesgo dentro de los estadios iniciales.
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1. Introducción
1.1.6.2 Otras escalas pronósticas emergentes
En los últimos años se han publicado diferentes escalas pronósticas que han demostrado
ser capaces de predecir el curso clínico de los pacientes con la agrupación de los factores
descritos previamente (64–68). Éstas quedan resumidas en la Tabla 6.
Sin embargo, ninguna había terminado de consolidarse como definitiva por diferentes
motivos. El índice pronóstico ideal, debe ser clínicamente relevante, fácilmente aplicable,
orientado a tomar decisiones terapéuticas, y factible en la práctica clínica habitual. La
reciente publicación del índice Chronic Lymphocytic Leukemia- International Prognostic
Index (CLL-IPI) que combina los estadios de Rai/Binet con el estado mutacional, la edad,
los niveles de B2M y las alteraciones de TP53, cumple casi todos los requisitos mencionados
anteriormente y es capaz de dividir pacientes en 4 grupos pronósticos en función de su
supervivencia global (SG), como se puede observar en la Figura 2 (69). Además, algunas
evidencias recientes sugieren que también es válida al aplicarla de forma simplificada, al
tener únicamente en cuenta las alteraciones citogenéticas de mal pronóstico, determinadas
por FISH y el estado mutacional (70).
Una de las limitaciones de todas estas escalas es que se han validado con pacientes
tratados en la era de la quimioterapia o, como mucho, de la inmunoquimioterapia, por lo que
no pueden generalizarse a los enfermos que reciben tratamientos nuevos, como los
inhibidores del receptor del linfocito B.
Tratamiento
El arsenal terapéutico para la LLC está sufriendo una auténtica revolución en el
momento actual a consecuencia de la incorporación de nuevos tratamientos que han
proporcionado resultados clínicos excelentes. De hecho, es un tema en constante debate y
evolución.
1.1.7.1 Criterios para iniciar tratamiento
Pese a los grandes avances terapéuticos, la LLC sigue siendo una enfermedad incurable,
con la excepción del trasplante alogénico. Este procedimiento debe reservarse para casos
muy seleccionados debido a la alta mortalidad que produce. Además, muchos pacientes sin
tratamiento presentan tasas de supervivencia similares a la población normal y, hasta la
fecha, no se ha encontrado beneficio al tratar la enfermedad en fases tempranas. Incluso se
han descrito remisiones espontáneas en casos aislados (71). Por tanto, se debe utilizar la
actitud de “vigilar y ver” (watch and wait) hasta la aparición de síntomas provocados por la
enfermedad. Los criterios actuales para iniciar tratamiento quedan recogidos en la Tabla 7.
12
        
 
         
 
 
 
             
        
   
   
 
  
  
    
   
    
   
  
 
   
   
   
  
 
    
 
1.1. Características generales de la leucemia linfocítica crónica
Tabla 6. Escalas pronósticas más relevantes en la LLC.
 
Escala pronóstica Factores pronósticos incluidos 
Haferlach et al ., 2010 Edad 
Recuento leucocitario 
Estado mutacional IGHV 
Translocaciones IgH
FISH 
Mutaciones en TP53 y ATM 
Wierda et al ., 2011 LDH 
Numero de áreas linfáticas afectas 
Tamaño de adenopatías cervicales 
Estado mutacional IGHV 
FISH
Rossi et al ., 2013 FISH 
TP53, BIRC3, NOTCH1, SF3B1 
Pflug et al ., 2014 Sexo 
Edad 
ECOG 
FISH 
Estado mutacional IGHV 
β2-microglobulina 
Timidina kinasa 
ICSS. Visentin et al ., 2015 CD38 
FISH 
Mutaciones IGHV 
Figura 2. Supervivencia global de acuerdo a los subgrupos de pacientes del CLL-IPI
(adaptado del International CLL-IPI working group (69)).
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1. Introducción
Tabla 7. Criterios para iniciar tratamiento para la LLC según el consenso internacional
“IWCLL 2008” (9).
Criterios para el inicio de tratamiento IWCLL 2008
 
1. Evidencia de fallo medular progresivo (anemia/trombopenia). 
2. Esplenomegalia progresiva y sintomática (al menos 6 cm por debajo del reborde costal). 
3. Afectación ganglionar progresiva, sintomática o masiva (al menos > 10 cm). 
4. Linfocitosis progresiva: ≥50% en 2 meses; duplicación linfocitaria en < 6 meses. En casos con
linfocitosis < 30 x 109/L, este no debe ser el único criterio. Excluir causas infecciosas de
5. AHAI o trombopenia inmune que no responda a corticoides o tratamiento estándar. 
6. Síntomas constitucionales:
a. Pérdida no intencionada de peso de al menos 10% en 6 meses. 
b. Astenia (ECOG ≥2 o incapacidad para realizar las actividades rutinarias). 
c. Fiebre ≥ 38ºC durante al menos 2 semanas sin evidencia infecciosa. 
d. Sudoración nocturna de más de un mes de evolución sin evidencia infecciosa. 
1.1.7.2 Panorama actual en el tratamiento de la LLC
1.1.7.2.1 Inmunoquimioterapia
Los tratamientos clásicos para la LLC se han basado en corticoides y quimioterapia.
Los agentes alquilantes, fundamentalmente el clorambucilo y la ciclofosfamida, seguidos
por los análogos de las purinas, sobre todo la fludarabina, fueron el pilar de tratamiento
durante muchos años. Más tarde, se aprobó la bendamustina, un fármaco olvidado que se
rescató con muy buenos resultados, principalmente para pacientes mayores de 65 años o con
comorbilidades (72–74). Pero sin duda, la llegada de la inmunoterapia, en concreto del
anticuerpo monoclonal rituximab (anti CD20), ha sido el primer paso hacia el progreso en
el tratamiento de la LLC (73–76). La combinación fludarabina, ciclofosfamida, rituximab
(FCR) se utiliza como tratamiento de primera línea para pacientes jóvenes y sin
comorbilidades y constituye, hoy en día, el estándar de tratamiento, en los pacientes con
patrón mutado de IGHV. Por su parte, bendamustina más rituximab (BR) se utiliza en
pacientes mayores de 65 años o con comorbilidades, y la combinación rituximab
clorambucilo (ClR) en los pacientes más frágiles (77,78).
Después del rituximab, han surgido dos nuevos anticuerpos monoclonales anti CD20,
que se han aprobado en combinación con quimioterapia para el tratamiento de la LLC.
Ofatumumab, es un anticuerpo humanizado que se une a un epítopo diferente de CD20 que
rituximab, y ha demostrado ser superior a clorambucilo en monoterapia al combinarse con
clorambucilo (79). Obinutuzumab posee una mayor citotoxicidad que rituximab y, de hecho,
ha demostrado ser superior en combinación con clorambucilo a rituximab y clorambucilo,
14
        
 
              
    
        
                
            
                
              
              
               
                 
             
               
     
            
      
    
             
                
              
             
            
  
   
             
              
         
         
           
            
           
            
             
1.1. Características generales de la leucemia linfocítica crónica
con una mayor supervivencia libre de progresión (SLP), tasa de respuestas globales y de
respuestas completas (RC) (80,81).
1.1.7.2.2 Inhibidores del receptor de célula B (BCR)
Sin ninguna duda, la auténtica revolución en el tratamiento de la LLC ha venido de la
mano de los inhibidores de la vía de señalización del BCR.
Ibrutinib es un inhibidor de la tirosina quinasa de Bruton que se administra por vía oral
y que ha demostrado inducir respuestas ganglionares muy rápidas en los pacientes con LLC
en monoterapia (82). Este beneficio también se observa en pacientes con deleción de 17p
(17p-) o mutaciones de TP53, en los que la quimio-inmunoterapia no es eficaz (83).
Idelalisib es un inhibidor de la vía PI3K delta, oral, y de forma análoga a ibrutinib, ha
demostrado ser muy eficaz en pacientes con LLC en combinación con rituximab, incluyendo
casos con 17p- o mutaciones en TP53 (84). Sin embargo, la toxicidad que ocasiona ha
limitado su uso (85,86).
Actualmente, hay otros inhibidores del BCR de segunda generación en estudio, como
acalabrutinib, con resultados prometedores (87).
1.1.7.2.3 Inhibidores de BCL-2
Venetoclax es otro fármaco oral, inhibidor selectivo de BCL-2, que ha demostrado ser
muy eficaz en pacientes con LLC en recaída o refractarios, incluyendo los casos con 17p- o
mutaciones de TP53, o refractarios a inhibidores de BCR (88,89). Además, el programa de
desarrollo clínico de venetoclax comprende su evaluación como fármaco de primera línea y
diversas combinaciones, con un futuro prometedor dada su eficacia en los estudios
iniciales (90).
1.1.7.2.4 Otros tratamientos
Otros tratamientos que se han utilizado históricamente para los pacientes con 17p- o
mutaciones de TP53 son las dosis altas de metilprednisolona junto con rituximab, o el
anticuerpo monoclonal anti CD52, alemtuzumab. Estas opciones producen respuestas
modestas a costa de complicaciones infecciosas severas (51,52).
Existen muchos otros tratamientos, nuevas moléculas en desarrollo y combinaciones de
fármacos en estudio, como los agentes inmunomoduladores (lenalidomida) (93), o la terapia
con CAR (Chimeric Antigenic Receptors) T-cells. Los CARs han demostrado producir
respuestas en aproximadamente un 50% de pacientes previamente refractarios y en franca
progresión, aunque todavía son un tratamiento en fase de investigación (94). El trasplante
15
  
 
               
                
                
           
 
            
    
          
             
             
                  
                
                
               
                 
                 
                
     
              
               
             
               
              
            
              
               
               
              
      
 
1. Introducción
alogénico en el momento actual se reserva para pacientes jóvenes que no han respondido a
inhibidores de BCR o BCL-2, y los que presentan una transformación a síndrome de Richter.
En la Figura 3 se refleja un algoritmo terapéutico que recoge las opciones de tratamiento de
primera línea en la LLC en el momento actual (24,77,78).
1.2 Estado mutacional del gen de la región variable de la cadena
pesada de inmunoglobulina (IGHV)
Estado mutacional IGHV y pronóstico de la LLC
El proceso de hipermutación somática ocurre en el centro germinal de los órganos
linfoides secundarios, cuando un linfocito B maduro entra en contacto con un antígeno.
Consiste en la generación de una tasa elevada de mutaciones en el gen IGHV con el fin de
mejorar la afinidad del linfocito por el antígeno, lo que permite la síntesis de un amplio
espectro de receptores de célula B (BCR) (95). Las mutaciones en el gen IGHV ocurren en
aproximadamente el 50% de los casos de LLC y se definen por presentar una discrepancia
mayor del 98% con respecto al gen más similar de la línea germinal. Por tanto, se podrían
definir dos tipos de LLC: las “mutadas” que son aquellas que se originan a partir de células
que han pasado por el centro germinal; y las “no mutadas” con origen en linfocitos B pre-
centro germinal (Figura 4).
Identificar si el paciente presenta o no mutaciones en IGHV es de elevada trascendencia,
puesto que tiene un importante valor pronóstico. Este dato se comunicó por primera vez hace
casi 20 años, por 2 grupos independientes de forma simultánea (96,97). Estos grupos
encontraron que las LLC no mutadas presentan un pronóstico peor que las mutadas, con una
SLP, tiempo hasta el primer tratamiento (TPT) y SG menores (Figura 5). Además, se
asocian con mayor frecuencia con factores pronósticos desfavorables como la presencia de
la deleción 11q (11q-), 17p- o positividad para ZAP-70 o CD38. Desde entonces, diferentes
publicaciones han confirmado estos hallazgos a lo largo de los años, lo que ha posicionado
al estado mutacional como uno de los factores con mayor valor en la estimación del
pronóstico de los pacientes con LLC (42,64,98–100). Además es un factor que no cambia
durante la evolución de la enfermedad.
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1.2. Estado mutacional del gen de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina (IGHV)
Figura 3. Algoritmo terapéutico actual en un paciente con LLC en primera línea (adaptado
de Barrientos et al. (77)).
Figura 4. Proceso de maduración del linfocito B que da origen a los dos tipos de LLC
(adaptado de Kipps et al. (101)).
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1. Introducción
Figura 5. Supervivencia de los pacientes con LLC en función de su estado mutacional
(adaptado de Hamblin et al. (98)).
Sin embargo, y pese a su gran valor pronóstico, aún no se dispone de esta técnica en
todos los laboratorios de forma rutinaria. De hecho, en las recomendaciones del grupo
internacional de LLC a día de hoy no es una prueba a realizar de forma obligatoria (9). Esto
se debe principalmente a las dificultades metodológicas que existen en los laboratorios a la
hora de implantar esta técnica, y a que las decisiones terapéuticas hasta hace muy poco no
se hacían en función de los resultados obtenidos. Probablemente esto va a cambiar en los
próximos años debido a los esfuerzos de estandarización de la técnica a nivel europeo (102– 
104), y a que en los pacientes jóvenes tener un perfil mutado puede hacer posicionarse hacia
un tratamiento de primera línea con inmunoquimioterapia frente a otros tratamientos
dirigidos (105).
Familias de genes de la región variable de las inmunoglobulinas y su
asociación con características de la LLC
Independientemente del estado mutacional, algunas regiones específicas del gen de la
región variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas se han asociado con
características clínicas concretas y una distribución geográfica diferente. Por ejemplo, el gen
IGHV1-69 tiene una mayor prevalencia en países occidentales y se asocia más
frecuentemente al patrón no mutado (106,107). Otras familias frecuentes en países
18
      
 
             
             
  
              
             
          
               
                
            
             
              
                
            
               
                
         
      
            
             
          
               
 
 
 
 
 
  
 
  
        
      
 
      
     
           
      
   
   
        
     
       
 
    
  
       
     
  
1.3. Hibridación in situ fluorescente (FISH)
Tabla 8. Frecuencia y características de las familias de genes IGHV más prevalentes y su
distribución.
Familia VH 
Familia VH 1 
Genes IGHV Distribución geográfica 
V1-69 El más frecuente en países mediterráneos y Estados Unidos. 
Más frecuente en occidentales que en orientales. 
Perfil de 
mutaciones
IGHV 
No mutado 
Pronóstico 
Malo 
V3-23 De los más frecuentes en países mediterráneos/Sudamérica. Mutado Malo 
Familia VH 3 
V3-7 
V3-30 
V3-21 
El más frecuente en Irán.
Similar en el resto de países con frecuencia en torno al 5%. 
De los más frecuentes en países mediterráneos. 
Más frecuente en países del norte de Europa.
Muy poca incidencia en países mediterráneos. 
Mutado 
Mutado 
Mutado la
mayoría 
Bueno 
Casos con regresión
espontánea de la LLC 
Malo aunque se trate de
casos mutados 
V3-72 En general poco frecuente. Mutado Bueno 
Familia VH 4 V4-34 De los más frecuentes en países mediterráneos.El más frecuente en países orientales. Mutado Bueno 
occidentales son IGHV3-23, IGHV4-34, e IGHV3-07. En la Tabla 8 se describen la
frecuencia y principales características de los genes IGHV más prevalentes en los distintos
países (107–115).
La familia IGHV3-21 se ha observado con mayor frecuencia en países del norte de
Europa que en las regiones mediterráneas, y se ha asociado con mal pronóstico
independientemente del estado mutacional (108,112,113). Curiosamente este gen se asocia
con el patrón IGHV mutado. Se especula que la discrepancia entre el uso preferencial de
IGHV3-21 en los casos mutados y el mal pronóstico asociado, sea por la exposición de las
células tumorales a un antígeno común que perpetúe la estimulación linfocitaria (112,115).
A raíz de estas observaciones, posteriormente se ha comunicado la existencia de diferentes
tipos de LLC en función del subtipo de BCR de inmunoglobulinas que presenten. Éstos
pueden ser heterogéneos (en un 70% de los casos) o casi idénticos o estereotipados (en el
30% restante). Dentro del subtipo estereotipado, se han descrito diferentes grupos de
pacientes, siendo los más frecuentes el subtipo #1, #2, #4 y #8. Además, presentan diferentes
características clínicas y biológicas y, así, los subtipos #1, #2 y #8 se asocian con mal
pronóstico al contrario que el estereotipo #4 (116,117).
1.3 Hibridación in situ fluorescente (FISH)
La hibridación in situ fluorescente (FISH), del inglés fluorescent in situ hybridization
es una técnica citogenética que utiliza sondas que emiten fluorescencia al hibridarse con
regiones cromosómicas concretas, y así puede detectar alteraciones cromosómicas concretas
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1. Introducción
como deleciones, inserciones, duplicaciones e inversiones, entre otras. En el campo de la
LLC supone una importancia especial puesto que puede encontrar alteraciones en
aproximadamente el 70-80% de los casos, frente a la citogenética convencional, que solo lo
hace en el 40-50%, debido al bajo índice mitótico de los linfocitos B patológicos in vitro.
Con todo, la principal limitación de la FISH es su imposibilidad para ver alteraciones en las
regiones cromosómicas no exploradas. Este hecho es especialmente importante en la
detección de cariotipos complejos, que se han asociado con pronóstico infausto en la LLC
(118–122). Recientemente, se han comunicado diferentes experiencias mediante técnicas de
estimulación con mitógenos para superar esta limitación, con resultados alentadores (123– 
125). A día de hoy la citogenética convencional con mitógenos, no se utiliza ampliamente
en la práctica clínica, aunque probablemente sea así en un futuro, haciéndose de forma
complementaria a la FISH.
Clasificación pronóstica de Döhner
La publicación de Döhner et al. en el año 2.000 puso de manifiesto el gran impacto
clínico que supone presentar alteraciones citogenéticas detectadas por FISH en la LLC (126).
En este estudio, los pacientes con LLC presentaban alteraciones en el 82% de los casos.
Éstas, por orden de frecuencia, fueron: deleción de 13q (13q-), 11q-, +12 y 17p-. Como se
ve reflejado en la Figura 6 y en la Figura 7, los pacientes con 17p- fueron los que tenían
pronóstico peor con una mediana de supervivencia estimada de 32 meses y un TPT de 9
meses; seguidos de los pacientes con 11q- (SG 79 meses y TPT 13 meses); +12 (SG 114
meses y TPT 33 meses); no alteraciones (SG 111 meses y TPT 49 meses) y 13q- (SG 133
meses y TPT 92 meses).
Estos hallazgos se han confirmado posteriormente por múltiples grupos (127,128), entre
otros en un estudio muy reciente con 1.585 pacientes (129). En este estudio se reproducen
los resultados del grupo alemán, aunque con tiempos de supervivencia más prolongados,
probablemente por el efecto de los nuevos tratamientos, al ser una cohorte más reciente.
1.3.1.1 Deleción 13q
La 13q- es la alteración cromosómica más frecuente en la LLC, ya que se detecta por
FISH en aproximadamente el 55% de los casos. Como se ha mencionado previamente, es la
alteración que condiciona mejor pronóstico cuando aparece de forma aislada (65,126). La
13q- se considera una alteración clonal inicial, que ocurre en fases tempranas de la
enfermedad, y sobre la que se pueden añadir otras durante la evolución de la misma (Figura
8) (130,131).
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1.3. Hibridación in situ fluorescente (FISH)
Figura 6. Probabilidad de supervivencia en función de la alteración citogenética detectada
por FISH en casos con LLC (adaptado de Döhner et al. (126)).
Figura 7. Probabilidad de recibir tratamiento en función de la alteración citogenética
detectada por FISH en casos con LLC (adaptado de Döhner et al. (126)).
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1. Introducción
Figura 8. Relación temporal entre las alteraciones citogenéticas y moleculares durante la
evolución de la LLC (adaptado de Landau et al. (131)).
Sin embargo, existe heterogeneidad en los tipos de deleciones que afectan al cromosoma
13 y, por tanto, subgrupos de pacientes con diferente curso clínico. En primer lugar, según
el tamaño de la deleción se pueden clasificar 2 tipos de casos: la 13q- tipo I o deleciones
cortas, que son aquellas que no albergan el locus del gen del retinoblastoma 1 (RB1); y las
13q tipo II o deleciones grandes, que incluyen RB1. Estas últimas se han asociado con un
curso clínico peor que las deleciones tipo I (132,133). Por otra parte, la 13q- es monoalélica
en la mayoría de los casos, y esto no parece asociarse con el pronóstico de la enfermedad,
aunque ha sido un tema de controversia (129,134–137). Por último, el tamaño del clon que
presenta la deleción ha demostrado tener implicación pronóstica, con TPT y SG menores en
los pacientes con un porcentaje elevado de células con 13q- cuyo punto de corte está entre
el 65-85% en los diferentes estudios publicados (129,138–141) .
1.3.1.2 Deleción 11q
La 11q- se detecta por FISH con una prevalencia inferior al 20% y aporta mal
pronóstico (126). Normalmente, estos pacientes presentan síntomas B, grandes
conglomerados adenopáticos, enfermedad progresiva, un TPT corto y una SG reducida. En
esta misma línea, 11q- se asocia con patrón no mutado IGHV (142,143). Algunas
publicaciones apuntan que el añadir inmunoterapia a los tratamientos “clásicos” con
quimioterapia puede superar, en los pacientes que no han recibido otros tratamientos
previamente, el mal pronóstico que acarrea 11q- (75,144). De forma parecida a lo que ocurre
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1.3. Hibridación in situ fluorescente (FISH)
con 13q-, no todos los pacientes que presentan esta deleción presentan el mismo curso
clínico. De hecho, diferentes trabajos han confirmado que el porcentaje de células con la
deleción también afecta al pronóstico de los pacientes, de tal modo que aquellos enfermos
con un porcentaje alto de pérdidas en 11q presentan un curso clínico peor (145–147). La
causa principal por las que 11q- confiere mal pronóstico a la enfermedad es la pérdida de
ATM, que ocurre en la mayoría de los casos con 11q- (148). Por otra parte, el gen BIRC3
también se encuentra en la región 11q cerca de ATM y sus mutaciones y deleciones se han
asociado con un pronóstico infausto, como se ha descrito anteriormente (56).
1.3.1.3 Trisomía 12
La +12 es la tercera alteración más frecuente en la LLC, al objetivarse en torno a un 15­
20% de los casos (126). Si bien el pronóstico de estos pacientes se ha considerado intermedio
tras la publicación inicial de la universidad de Ulm (126), hoy se sabe que se trata de un
grupo de pacientes muy heterogéneo cuyo pronóstico ha sido tema de controversia. Una
publicación reciente posiciona la +12 sin otras mutaciones como un grupo de riesgo bajo
(65). Al igual que la 13q-, la +12 es un evento temprano que ocurre en fases iniciales de la
LLC (Figura 8) (131). Los pacientes con +12 suelen presentar inmunofenotipo y morfología
atípicas (149,150) y algunos marcadores de mal pronóstico como pueden ser el CD49d,
CD38 o patrón no mutado de IGHV (151–153). En parte, la heterogeneidad clínica de estos
casos se puede explicar por las alteraciones genéticas y moleculares sobreañadidas. En el
30-40% de los casos con +12, ésta ocurre en combinación con otras alteraciones, como
pueden ser las deleciones “clásicas” de la LLC, la translocación de IGH o típicamente las
trisomías 18 y 19 (120,154,155). Evidencias recientes señalan que la adición de otras
trisomías a la +12, sobre todo la +19, separan un subgrupo de pacientes con mejor pronóstico
(120). En cambio, las mutaciones de NOTCH-1 se han observado en un 30-40% de los
pacientes con +12, y confieren mal pronóstico (156–158). Los pacientes con +12
generalmente no presentan mutaciones en TP53 y raramente las adquieren en la evolución,
lo que probablemente pueda explicar el buen pronóstico de estos pacientes tras recibir
tratamiento y que, hoy en día, se considere globalmente una alteración de pronóstico más
benigno cuando se observa sin mutación en NOTCH-1 (65,75).
1.3.1.4 Deleción 17p
La 17p- es la alteración menos frecuente de las citadas previamente (126). Sin embargo,
si se tienen en cuenta únicamente los casos refractarios a tratamientos o en recaída, su
incidencia aumenta hasta el 45% (159). De hecho, esta alteración se considera un evento
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1. Introducción
tardío en la evolución de la enfermedad (Figura 8) (131,160). Además, la 17p- se asocia
invariablemente con un pronóstico infausto debido a la pérdida del gen TP53 al producirse
la deleción (161). Se ha demostrado que en el 70% de los casos con 17p- existe también una
mutación del gen TP53 del otro alelo, en el 10% solo la 17p- y en el 20% restante, solo la
mutación de TP53 (162). Este gen se encarga de inducir apoptosis y parada del ciclo celular
si encuentra ADN en mal estado, por tanto, su pérdida favorece que los pacientes desarrollen
tumores con más facilidad y se acompañen de alteraciones genéticas complejas (163). No es
de extrañar, en este contexto, la asociación de 17p- con factores de mal pronóstico como
CD38, CD49d, patrón IGHV no mutado, o cariotipos complejos (42,164). Los pacientes con
esta deleción no suelen responder a quimioterapia convencional, pues estos tratamientos
utilizan mecanismos dependientes de TP53. Las recaídas son frecuentes y la SG está
acortada, lo que hace que hoy en día los pacientes que presentan esta alteración requieran un
abordaje terapéutico diferente con inhibidores de BCR (24,82,83,88,105,163,165). De
hecho, se recomienda analizar esta alteración junto con la mutación TP53 antes de iniciar
cualquier línea de tratamiento. Parece que no todos los pacientes con 17p- tienen el mismo
comportamiento, pues como en las demás deleciones, se ha demostrado que el porcentaje de
células mutadas separa subgrupos de pacientes, de tal manera que en los que tienen una carga
mutacional elevada el pronóstico es peor (166). Por último, el momento en el que se adquiere
la alteración también es importante puesto que, si es en fases más iniciales, el pronóstico es
algo mejor que si se adquiere durante la evolución (130).
Alteraciones poco frecuentes y alteraciones múltiples
La proporción baja de pacientes con alteraciones menos frecuentes o combinaciones de
alteraciones detectadas por FISH en el estudio publicado por Döhner et al. (126) no hizo
posible extraer conclusiones claras acerca de su pronóstico en la LLC. Sin embargo, a lo
largo de los años se ha recabado información al respecto, aunque a veces ésta ha sido
insuficiente o contradictoria.
1.3.2.1 Translocación de 14q32/IGH
Esta alteración está descrita entre el 4-9% de los pacientes con LLC según las series.
En el estudio del grupo alemán se incluyó junto con otras alteraciones por su frecuencia, sin
poder llegar a confirmar el pronóstico de estos casos. Publicaciones posteriores han
identificado a estos enfermos como de riesgo alto, con SG y TPT cortos (167–169). El
compañero de translocación de IGH puede ser BCL2, t(14;18), cualquier otra región
24
      
 
              
          
   
               
            
      
   
              
                
               
          
              
            
                  
                   
              
             
   
              
               
                
             
              
             
                
           
                 
                 
       
1.3. Hibridación in situ fluorescente (FISH)
cromosómica, o no identificarse. Parece ser que cuando se produce la t(14;18), el pronóstico
es mejor que en el resto de casos (168).
1.3.2.2 Deleción 6q
Esta alteración se ha descrito en menos del 6-7 % de los pacientes con LLC.
Normalmente se encuentra en combinación con otras anomalías cromosómicas y parece que
no aporta valor pronóstico (170,171).
1.3.2.3 Alteraciones múltiples
Según diferentes trabajos se estima que las deleciones clásicas y la +12 se combinan
entre ellas en torno a un 15-20% de los casos (122,126,137,172). En el estudio de Döhner,
salvo en la categoría de 13q- que separaba los casos con ésta alteración, las alteraciones
múltiples (AM) se entremezclaban en los grupos. Posteriormente, diferentes publicaciones
han descrito algunos aspectos de este subgrupo de pacientes. Entre ellos destaca que las
combinaciones de alteraciones no se producen al azar. Así, las combinaciones más
frecuentes son las de 13q- con 11q- o 17p- (137). La combinación de 13q- con +12 es un
evento raro, y parece que el pronóstico de estos casos es peor que cuando se da la 13q- sola
(168,173). Las pérdidas en 11q- y 17p- también constituyen una pareja de muy baja
frecuencia y cuando están asociadas parece que constituyen un subgrupo de muy alto
riesgo (174).
En cuanto al cariotipo complejo (CC), cada vez parece más evidente que su presencia
condiciona un pronóstico muy adverso en los individuos con LLC. Éste se observa en torno
a un 10% de los pacientes, o en proporciones más elevadas en el contexto de refractariedad
y recaída. De hecho, como se ha mencionado previamente, la incorporación progresiva de
los estudios de citogenética y estimulación con mitógenos es creciente en la práctica clínica,
pues aportan una información complementaria muy importante en estos pacientes. El CC se
define por la presencia de al menos 3 alteraciones en el cariotipo por técnicas de citogenética
convencional (118,122,175). Presentar CC se asocia con factores de pronóstico adverso
(17p-, 11q-, CD38, patrón IGHV no mutado). Por todo ello, hoy en día se considera uno de
los factores más desfavorables en la LLC, incluso en la ausencia de 17p- o 11q-, o en
pacientes tratados con inhibidores del BCR (118,119,121,123,124,175–178).
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1. Introducción
1.4 Publicaciones que componen el presente trabajo de Tesis
Doctoral
Las dos técnicas más ampliamente utilizadas, consolidadas y con mayor valor
pronóstico en la LLC a día de hoy son las alteraciones citogenéticas determinadas mediante
FISH y el estado mutacional IGHV. La presente Tesis Doctoral pretende aportar nueva
información acerca de factores pronósticos derivados de la realización de ambas técnicas.
Este trabajo se ha concretado en los siguientes cuatro artículos publicados en revistas
internacionales indexadas:
1.	 Mutation Status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients from
Northwest and Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia.
González-Gascón Y Marín I, Hernández JA, Martín A, Alcoceba M, Sarasquete ME,
Rodríguez-Vicente A, Heras C, de Las Heras N, Fisac R, García de Coca A, de la Fuente
I, Hernández-Sánchez M, Recio I, Galende J, Martín-Núñez G, Alonso JM, Hernández-
Rivas JM, González M.
Biomed Res Int. 2014;2014:257517. doi: 10.1155/2014/257517.
2.	 A High Proportion of Cells Carrying Trisomy 12 is Associated with a Worse
Outcome in Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia.
González-Gascón Y Marín I, Hernández-Sánchez M, Rodríguez-Vicente AE, Sanzo C,
Aventín A, Puiggros A, Collado R, Heras C, Muñoz C, Delgado J, Ortega M, González
MT, Marugán I, de la Fuente I, Recio I, Bosch F, Espinet B, González M, Hernández-
Rivas JM, Hernández JÁ; Grupo Español de Leucemia Linfática Crónica (GELLC);
Grupo Cooperativo Español de Citogenética Hematológica (GCECGH).
Hematol Oncol. 2016 Jun;34(2):84-92. doi: 10.1002/hon.2196.
3.	 Characterizing Patients with Multiple Chromosomal Aberrations Detected by
FISH in Chronic Lymphocytic Leukemia.
González-Gascón Y Marín I, Hernández-Sánchez M, Rodríguez-Vicente AE, Puiggros
A, Collado R, Luño E, González T, Ruiz-Xivillé N, Ortega M, Gimeno E, Muñoz C,
Infante MS, Delgado J, Vargas MT, González M, Bosch F, Espinet B, Hernández-Rivas
JM, Hernández JÁ; Grupo Español de Leucemia Linfática Crónica (GELLC) and Grupo
Cooperativo Español de Citogenética Hematológica (GCECGH).
Leuk Lymphoma. 2017 Jul 21:1-10. doi: 10.1080/10428194.2017.1349901.
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1.4. Publicaciones que componen el presente trabajo de Tesis Doctoral
4.	 Hyperdiploidy as a Rare Event that Accompanies Poor Prognosis Markers in CLL.
González-Gascón Y Marín I, Martín AÁ, Hernández-Sanchez M, Robledo C, Hermosín
ML, de Las Heras N, Lacalle L, Galende J, de Arriba F, Rodríguez-Vicente AE,
Hernández JÁ, Hernández-Rivas JM.
Eur J Haematol. 2017 Feb;98(2):142-148. doi: 10.1111/ejh.12812.
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2.1. Bases y fundamentos de la hipótesis
2.1 Bases y fundamentos de la hipótesis
El pronóstico de los pacientes con LLC es muy variable, lo que se explica, en gran
medida, por las alteraciones genéticas y moleculares que adquieren las células. Entre estas
destacan el estado mutacional del gen IGHV y la clasificación según el resultado de las
alteraciones citogenéticas determinadas mediante FISH, por su gran valor pronóstico y
aplicabilidad en la clínica rutinaria. Sin embargo, hay pacientes con alteraciones concretas y
heterogeneidad clínica y, por tanto, quedan aún matices por definir.
El estado mutacional de IGHV es uno de los factores pronósticos más importantes en la
LLC. Los pacientes con perfil mutado del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
son los que presentan pronóstico mejor. Además, algunas familias de la cadena variable se
han asociado con características clínicas específicas, y una distribución geográfica desigual.
Por otra parte, la FISH se ha consolidado como otro factor con una gran importancia
pronóstica y se aplica ampliamente en la práctica clínica habitual en pacientes con LLC, ya
que es capaz de identificar las deleciones de los cromosomas 11, 13, 17 y la trisomía del 12
en alrededor del 80% de los casos, lo que separa grupos de pacientes con distinto curso
clínico. Diversas publicaciones han demostrado que el porcentaje de pérdidas constituye
también un factor pronóstico importante, aunque en los casos con +12, la relevancia del
porcentaje de la ganancia cromosómica no se ha investigado.
Además, el impacto pronóstico cuando más de una de estas alteraciones genéticas
concurren en el mismo paciente tampoco se ha estudiado en series extensas de pacientes,
aunque se sabe que aparece en un porcentaje de pacientes no desdeñable.
Por último, la presencia de varias ganancias cromosómicas en pacientes con LLC no
parece ser un evento muy frecuente ya que solo se han comunicado casos anecdóticos y se
desconoce su impacto pronóstico en estos enfermos.
2.2 Hipótesis
Todas estas premisas se han considerado para su análisis en una muestra amplia de
pacientes con LLC, con el objetivo de responder las preguntas planteadas.
La primera hipótesis del presente trabajo de Tesis Doctoral fue confirmar en los
pacientes de nuestra serie la importancia pronóstica del estado mutacional de IGHV, así
como identificar qué familias VH están más presentes en nuestro entorno y con qué
características clínico-biológicas.
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En segundo lugar, se investigó si el porcentaje de células que presentan +12 puede
separar grupos de pacientes con diferente pronóstico respecto al TPT y la SG, de forma
parecida a lo que ocurre con 11q-, 13q- y 17p-.
Además, es posible que los pacientes que presentan más de una alteración citogenética
detectada por FISH, se comporten de manera distinta a los pacientes que presentan una única
alteración.
Por último, se planteó que las ganancias cromosómicas son un evento muy raro en la
LLC, en contra de lo que ocurre con otras enfermedades hematológicas, además de poder
tener un impacto en el pronóstico de estos pacientes. 
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El objetivo principal de este trabajo consiste en analizar el impacto pronóstico de
determinadas alteraciones genéticas en los pacientes con LLC y estudiar las características
clínico-biológicas de pacientes con esta enfermedad en una cohorte de enfermos españoles
procedentes tanto de la base de datos del Grupo Cooperativo Español de Citogenética
Hematológica (GCEGCH) y del Grupo Español de Leucemia Linfocítica Crónica (GELLC),
como de la base de datos de pacientes con LLC del Hospital Universitario de Salamanca.
Los objetivos concretos propuestos para explorar la hipótesis planteada previamente se
detallan a continuación:
1.	 Investigar el estado mutacional y la frecuencia de mutaciones en una cohorte de
pacientes del noroeste y la parte central de España, así como estudiar la relación entre
el estado mutacional y otros marcadores pronósticos.
2.	 Analizar las características clínico-biológicas de pacientes con LLC y +12, y el
impacto pronóstico que conlleva tener un alto porcentaje de células con +12 en la SG
y el TPT.
3.	 Estimar la frecuencia, características y pronóstico de los casos que presentan
múltiples alteraciones citogenéticas detectadas por FISH.
4.	 Estudiar la incidencia de otras alteraciones menos frecuentes como el hallazgo de
hiperdiploidía en LLC, de la que se desconocen sus características clínicas y
biológicas, así como la influencia que pueden llegar a tener en el curso de la
enfermedad.
35
3. Objetivos 
36 
 
 
  
      
    
      
     
  
              
                  
             
Hernández-Rivas, and M. González 
BioMed Research International, Volume 2014, Article ID 257517, 8 pages, 2014. 
  
4 ARTÍCULO 1: Mutation status and
Immunoglobulin Gene Rearrangements in
Patients from Northwest and Central Region
of Spain with Chronic Lymphocytic
Leukemia
I. González-Gascón y Marín, J. A. Hernández, A. Martín, M. Alcoceba, M. E. Sarasquete,
A. Rodríguez-Vicente, C. Heras, N. de las Heras, R. Fisac, A. García de Coca, I. de la Fuente,
M. Hernández-Sánchez, I. Recio, J. Galende, G. Martín-Núñez, J. M. Alonso, J. M.
37
4. Artículo 1: Mutation status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients from Northwest and 
Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia 
38 
  
  
 
  
Hindawi Publishing Corporation 
BioMed Research International 
Volume 2014,Aiticle ID 257517, 8 pages 
hLLp://dx.doi.org/10.1155/2014/257517 
Research Article 
Mutation Status and Immunoglobulin Gene 
Rearrangements in Patients from Northwest and Central 
Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia 
l. González-Gascón y Marín, 1 J. A. Hernández, 1'2 A. Martín, 3 M. Akoceba, 3 
M. E. Sarasquete,3 A. Rodríguez-Vkente,4 C. Heras,1 N. de las Heras,5 R. Fisac,6 
Hindawi 
A. Garda de Coca,7 l. de la Fuente,8 M. Hernández-Sánchez,4 l. Recio,9 J. Galende, 10 
G. Martín-Núñez, 11 J. M. Alonso, 12 J. M. Hernández-Rivas,3'4 and M. González3 
'Servicio de Hematologfa, Departamento de Medicina, Hospital Universitario Infanta Leonor, Calle Gran Vía del Este 80, 
28031 Madrid, Spain 
2 Universidad Complutense de Madrid, Avenida Séneca 2, 28040 Madrid, Spain 
3 Servicio de Hematología, IBSAL-Hospital Universitario de Salamanca, Paseo de San Vicente 58-182, 37007 Salamanca, Spain 
4 Centro de Investigación del Cáncer-IBMCC, Universidad de Salamanca (USAL-CSIC), Calle Zacarías González 2, 
37007 Salamanca, Spain 
5 Servicio de Hematología, Hospital Virgen Blanca, Calle Altos de Nava, sin, 24071 León, Spain 
6 Servicio de Hematología, Hospital General de Segovia, Calle Miguel Servet, sin, 4002 Segovia, Spain 
7 Servicio de Hematología, Hospital Clínico Universitario de Valladolid, Avenida Ramón y Cajal 3, 47005 Valladolid, Spain 
8 Servicio de Hematología, Hospital del Río Hortega, Calle Dulzaina 2, 47012 Valladolid, Spain 
•Servicio de Hematología, Hospital Nuestra Señora de Sonso/es, Plaza de Santiago l, 05002 Ávila, Spain 
10Servicio de Hematología, Hospital El Bierzo, Calle Médicos sin Frontems 7, 24411 Ponferrada, León, Spain 
"Servicio de Hematología, Hospital Virgen del Puerto, Paraje Va/corchero, 10600 Plasencia, Cáceres, Spain 
12Servicio de Hematología, Hospital Río Carrión, Avenida Donantes de Sangre, sin, 34005 Palencia, Spain 
Correspondence should be addressed to ). A. Hernández; jahernandezr@salud.madrid.org 
Received 18 Decemher 2013; Revised 7 Fehruary 2014; Accepted 24 Fehruary 2014; Puhlished 30 March 2014 
Acadcmic Editor: Paola Da! Cin 
Copyright© 2014 I. Gonzálcz-Gascón y Marín et al. This is an open acccss articlc distributcd undcr thc Crcativc Commons 
Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is 
properly cited. 
The aim of this study was to investigate the frequency and mutation status of the immunoglobulin heavy variable chain (IGHV) 
in a cohort of 224 patients from northwest and central region of Spain diagnosed with chronic lymphocytic leukemia (CLL), and 
to correlate it with cytogenetic abnormalities, overall survival (OS) and time to first treatment (TTFT). 125 patients had mutated 
IGHV, while 99 had unmutated IGHV. The most frequently used IGHV family was IGHV3, followed by IGHVl and IGHV 4. The 
regions IGHV3-30, lGHVl-69, IGHV3-23, and lGHV4-34 were the most commonly used. Only 3.1% of the patients belonged to 
Lhe suhfamily IGHV3-21 and we failed lo demonslrate a worse clinical outcome in Lhis subgroup. The IGHV 4 family appeared more 
frequently with mutated pattern, similar to IGHV3-23 and IGHV3-74. l3y contrast, IGHVl-69 was expressed at a higher frequency in 
unmutated CLL patients. Ali the cases from lGHV 3-11 and almost ali from !GH V 5-51 subfamily belonged to the group of unmutated 
CLL. 
l. Introduction 
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a clinically and bio­
logically heterogeneous disease, w ith survival times ranging 
from months to decades [l, 2] . Rai and Binet staging systems 
were designed to provide prognostic information, and are 
widely used in clinical practice [3, 4]. However, sorne patients 
with carly stagcs rapidly progrcss. 
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Over the past decade, severa) biological markers have 
become important prognostic factors and may guide treat­
ment decisions. These include immunoglobulin heavy chain 
variable region (IGHV) mutation status, expression of spe­
cific proteins on CLL cells such as CD38 and intracellular 
zeta-associated protein-70 (ZAP-70), and sorne cytogenetic 
abnormalities (5-9]. 
Clona! genomic aberrations can be identified in approxi­
mately 80% of CLL patients by fluorescence in si tu hybridiza­
tion (FISH). Usually, patients with deletion of chromosome 
13q14 as a single alteration have a better outcome, although a 
high number of losses in 13q14 or large deletions including 
RBI gene could be associated with a worse outcome (10]. 
By contrast, patients with deletion of chromosome llq22 
or chromosome 17p13 show a shorter OS, while cases with 
trisomy 12 have an intermediate prognosis [7, 11 ]. 
The IGHV gene mutation status is one of the most reliable 
prognostic markers. It defines two different subsets of CLL 
based on the cutoff value of 98% identity with the closest 
germ line IGHV genes: mutated CLL (M-CLL) and unmu­
tated CLL (U-CLL). Somatic mutations of IGHV occur in 
approximately half of the cases and usually present with non­
progressive disease, in contrast to patients with U-CLL who 
have a more aggressive disease with a shorter progression-free 
survival, time to first treatment (TTFT), and overall survival 
(OS) [11, 12]. Furthermore, irrespective of mutation status, 
sorne heavy chain variable regions have been associated 
with specific clinical features and varying occurrences from 
country to country. For example, IGHVl-69 gene has been 
observed to be one of the most frequently rearranged genes 
in Western patients and is almost always associated with 
the subset of U-CLL [13]. Other subgroups reported to be 
frequently used in Western patients are IGHV3-23, IGHV4-
34, and IGHV3-07. Moreover, an overrepresentation of the 
IGHV3-21 gene has been reported in northern European 
countries compared to the Mediterranean region, and it has 
been associated with a worse prognosis despite the mutation 
status (13, 14]. 
In this study, we investigated the frequency and mutation 
status of IGHV in a cohort of patients from northwest and 
central region of Spain. We also analyzed the relationship 
between IGHV mutation status and sorne other CLL prog­
nostic markers such as the expression of CD38, cytogenetic 
abnormalities detected by FISH, OS, and TTFT. 
2. Patients, Materials, and Methods 
2.1. Patients. A total of 224 unselected patients diagnosed 
with typical CLL from nine different institutions located 
in northwest and central region of Spain were studied for 
IGHV gene usage and mutation status. The diagnosis was 
based on clinical symptoms, immunophenotypic analysis, 
blood cell count, and cell morphology, according to the 
World Health Organization classification of tumors [15] and 
National Cancer Institute guidelines [16]. The study was 
approved by the local ethics committee and ali individuals 
provided their informed consent. The median age of the 
patients was 63 years (range, 29-90 years). A hundred 
BioMed Research International 
and fifty-two patients were male (68%) and seventy-two 
(32%) were female (male/female ratio = 2.1). At the time 
of diagnosis, most cases were classified as stage A (77%) 
according to Binet classification [ 4] . 
2.2. Sample Processing and DNA Extraction. Mononuclear 
cells were isolated using Ficoll density gradient centrifugation 
from peripheral blood samples containing more than 10% of 
CLL cells determined by flow cytometry. Genomic DNA was 
extracted and purified, washed, and lysed according to the 
manufacturer's instructions using the DNAzol kit (Molecular 
Research Center, Cincinnati, OH, USA). 
2.3. PCR Amplification of IgH Rearrangements. IGHV gene 
rearrangements were amplified by reverse transcription­
PCR according to ERIC recommendations [17], using a 
mixture of 51 primers specific for framework region (FR) 1 
consensus family (IGHV1-IGHV6), together with 31 primers 
complementary to the germ line JH regions. Ali samples were 
tested for the amplification ofIGH rearrangements according 
to the BIOMED-2 Concerted Action protocols in whose 
standardization our group has participated actively (18] . In 
this strategy, complete V-D-J rearrangement amplification 
was performed by multiplex PCR with a set of family­
specific primers of the framework region (FRl) and one IGHJ 
consensus primer. When amplification was unsuccessful, a 
second PCR was performed with primers from the IGHV 
leader region. In all cases amplification consisted of an initial 
denaturation step of 10 minutes at 95' e followed by 35 cycles 
of 94'C, 60'C, and 72' C for 30 seconds each, with a final 
extension step of 30 minutes at 72°C. 
2.4. Sequencing of PCR Products. Clonality was assessed by 
size discrimination of PCR products using automatic ABI 
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA) in conjunction with GeneMapper 4.0 software (Applied 
Biosystems). To purify amplified products, they were run 
on 8% polyacrylamide gel, heteroduplexed in cases with 
polyclonal background, and visualized by ethidium bromide 
staining. Purified PCR products were then eluted from 
polyacrylamide gel and sequencing was performed from both 
directions, at least from 2 PCR reactions, using the BigDye 
Terminator vl.l Cycle Sequencing Reaction Kit (Applied 
Biosystems) on an automated DNA Sequencer analyzer (ABI 
3130, Applied Biosystems). 
2.5. Analysis of IG Gene Sequences. The obtained sequen­
ces were aligned to V-Base (http://www2.mrc-lmb.cam.ac 
.uk/vbase/list2.php) data base. IGHV sequences with <98% 
homology with respect to the germ line counterpart were 
considered as mutated, while those with an identity greater 
than or equal to 98% were considered as unmutated. The 
cutoff value of96% was also contemplated in order to analyze 
differences with possible prognostic interest. 
2.6. FTSH Analysis. Interphase FISH was performed on 
peripheral blood samples obtained at diagnosis using com­
mercially available probes for the following regions: 13ql4; 
12q13; llq22/ATM; 17pTP53; and 14q32/IGH (Vysis/Abbott 
4. Artículo 1: Mutation status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients from Northwest and
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Co., Downers Grove, IL, USA). Methods for FISH analysis 
are described elsewhere [19]. The sensitivity limit for the 
detection of 14q32 translocation, trisomy 12, and deletions 
was >3%, >3%, and >8% interphase cells with split signa!, 
three signals, and one signa!, respectively. Dual color FISH 
using differently labeled control probes was performed, and 
signal screening was carried out on at least 200 cells with well­
delineated signals. Hybridization was repeated in those slides 
with less than 80% cells showing tow control-probe signals. 
2.7. CD38 Expression. CD38 expression was analyzed by 4-
colour fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis. 
For data analysis, the Infinicyt software (Cytognos SL, Sala­
manca, Spain) was used [20]. 
2.8. Statistical Analysis. Statistical analysis was performed 
using the SPSS 17.0 software package (SPSS, Chicago, IL, 
USA). The Fischer's exact test and the Chi-squared test 
were used to determine the relationship between categorical 
variables. Quantitative variables were compared by using the 
Student's t-test and the Mann-Whitney U test. OS was cal­
culated from the time of diagnosis to death or last follow-up 
visit. TTFT was calculated as the interval between diagnosis 
and the start of first line treatment. OS and TTFT were 
estimated by the Kaplan-Meier method and assessed by the 
log-rank test. Statistical significance was defined as P < 0.05. 
3. Results 
3.1. IGHV Mutation Status. We analyzed mutation status 
of 224 patients with CLL. Based on a cutoff value of 98% 
nucleotide sequence homology of isolated IGHV gene with 
that of the germ line counterpart, a total of 125 (55.8%) cases 
were classified as M-CLL and 99 (44.2%) patients as U-CLL. 
When we considered 96% as the cutoff value, 102 (45.6%) 
cases displayed somatic mutations, whereas 124 (54.4%) were 
unmutated. 
3.2. IGHV Gene Family Usage and Mutation Status. IGHV 
gene usage was identified in 216 patients. The most frequently 
used IGHV family was IGHV3: 107 (49.5%), followed by 
IGHVl: 55 (25.5%), IGHV4: 41 (19.0%), IGHVS: 8 (3.7%), 
IGHV2: 3 (1.4%), and IGHV7: 2 (0.9%), with no expression of 
IGHV6. Mutation status (::>98% homology) and its relation­
ship with sex and IGHV rearrangements are summarized in 
Table l. 
IGHV3 and IGHV4 regions were found predominantly 
in the M-CLL cases (721107, P = 0.004, and 30/41 , P = 
0.022, resp.) in contrast to IGHVl genes, which were found 
predominantly in the U-CLL cases (37/55, P = 0.0001). Only 
3.2% of patients used IGHVS regions, and 7 out of 8 cases 
displayed unmutated status (P = 0.023). 
Among IGHVl family, IGHVl-69 was also preferentially 
expressed in U-CLL (18 versus 3 cases P < 0.0001). 
Regarding IGHV3 family, IGHV3-30 was the most com­
mon region used (20.6%), followed by IGHV3-23 (19%), 
with a low representation ofIGHV3-7 (4.0%) and IGHV3-21 
(3.2%). IGHV3-21 and IGHV3-7 expressed a mutated status 
in ali but one case. Both IGHV3-23 (P < 0.0001) and IGHV3-
74 (P = 0.018) presented more frequently the mutated 
pattern. By contrast, the five patients with IGHV3-ll belonged 
to the subgroup of U-CLL (P 0.016). Interestingly, 
within IGHVS family, IGHVS-51 genes appeared to be mostly 
unmutated (P = 0.016). Figure 1 shows IGHV gene segment 
usage profile of patients with M-CLL and patients with U­
CLL. 
3.3. Association of Mutation Status and Rearranged IGHV 
Genes with V isease Outcome. Patients with U-CLL seemed to 
have a more aggressive disease. Despite establishing homol­
ogy in 98 or 96%, U-CLL patients presented with a higher 
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TABLE 1: Mutation status (~98% homology) and its relationship with IGHV rearrangements and sex. 
IGHVfamily Mulaled cases Unmulaled cases Mulaled and unmulated % p Male/female 
IGHVl 2 5 
IGHVl-02 3 7 
IGHVl-03 2 2 
IGHVl-08 3 2 
IGHVl-18 2 2 
IGHVl-46 3 
IGHVl-69 3 18 
Total IGHVI 18 37 
IGHV2-0l 1 o 
IGHV2-05 o 
IGHV2-70 o 1 
Total IGHV2 2 
IGHV3 3 2 
IGHV3-07 8 1 
IGHV3-09 2 2 
IGHV3-11 o 5 
IGHV3-13 2 
IGHV3-15 4 2 
IGHV3-20 1 
IGHV3-21 6 
IGHV3-23 18 1 
IGHV3-30 12 10 
IGHV3-33 4 3 
IGHV3-48 1 2 
IGHV3-49 2 2 
IGHV3-53 1 o 
IGHV3-64 o 1 
IGHV3-72 2 o 
IGHV3-74 7 o 
TotalIGHV3 72 35 
IGHV4-b 2 2 
IGHV4-04 5 o 
IGHV4-30 
IGHV4-31 o 1 
IGHV4-34 14 4 
IGHV4-39 3 3 
IGHV4-59 2 o 
IGHV4-61 3 o 
Total IGHV4 30 11 
IGHVS-05 o 1 
TGHV5-51 6 
Total IGHV5 7 
IGHV7-04 o 2 
Total IGHV7 o 2 
initial white blood cell count (WBC) (median 31.5 x 109 / L 
versus 21.2 x 109 /L; P = 0.038) and higher levels of LDH 
(P = 0.003), belonged to advanced Binet stages (P = 0.001), 
progressed more frequently (P < 0.0001) , and hada shorter 
leukocyte duplication time (P = 0.001). Diffuse pattern of 
7 3.2 ns 4/3 
10 4.6 ns 5/5 
4 1.9 ns 0/4 
5 2.3 ns 312 
4 1.9 ns 4/0 
4 1.9 ns 3/1 
21 9.7 <0.0001 15/6 
55 25.5 <0.0001 34/21 
1 0.5 ns 0/1 
0.5 ns 0/1 
0.5 ns 1/0 
3 1.4 ns 1/2 
5 2.3 ns 3/2 
9 4.0 ns 9/0 
4 1.9 ns 2/2 
5 2.3 0.016 4/1 
3 1.4 ns 310 
6 2.8 ns 2/4 
2 0.9 ns 1/1 
7 3.2 ns 5/2 
19 8.8 <0.0001 12/7 
22 10.0 ns 17/5 
7 3.2 ns 5/2 
3 1.4 ns 3/0 
4 1.9 ns 1/3 
0.5 ns 1/0 
1 0.5 ns 1/0 
2 0.9 ns 2/0 
7 3.2 0.018 512 
107 49.5 0.004 85/22, p = 0.088 
4 1.9 ns 1/3 
5 2.3 0.051 312 
2 0.9 ns 1/1 
0.5 ns 1/0 
18 8.3 ns 11/7 
6 2.8 ns 3/3 
2 0.9 ns 1/1 
3 1.4 ns 2/1 
41 19 0.022 23/18 
1 0.5 ns 1/0 
7 3.2 0.046 7/0 
8 3.7 0.023 8/0, p = 0.05 
2 0.9 ns 0/2 
2 0.9 ns 0/2 
bone rnarrow infiltration and secondary tumors (P = 0.047) 
were also more often observed in this subgroup of p atients. 
The estimated median OS of the group with 98% or 
greater IGHV homology was 215 months, while the estimated 
median OS time of the subgroup with IGHV homology 
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less than 98% was 117 months (P = 0.027) (Figure 2(a)). 
Comparison ofTTFT between M-CLL and U-CLL revealed a 
significantly higher TTFT in M-CLL versus U-CLL (227 and 
29 months, resp., P < 0.0001) (Figure 2(b)). 
Regarding subfamily usage, it is noteworthy that patients 
with IGHVl-69 had a higher probability to be treated (P = 
0.002) and developed more frequently secondary neoplasms 
(P = 0.005). By contrast, patients with IGHV3-07 were 
associatcd with a lowcr WBC count (P = 0.001), malc scx 
(P = 0.03), and nonprogressive disease (P = 0.043). IGHV3-
30 usage was associated with normal levels of LDH (P = 
0.005). Patients expressing IGHV3-ll subfamily had poor or 
intermediate prognosis cytogenetic alterations in ali cases but 
one including 17p deletion in two patients, llq deletion in one 
patient, and trisomy 12 in two other patients. 
We failed to correlate the use of IGHV3-21 region with 
any feature, probably due to the low representation of this 
subfarnily. 
Finally, it is rernarkable that ali patients who expressed 
IGHVS-51 were males (P = 0.048), presented more fre­
quently with positive direct antiglobulin test (P = 0.028), and 
5 
TABLE 2: Relationship between genomic aberrations, CD38, and 
mutation status. 
FISH Mutation status 
M-CLL U-CLL p 
llq deletion l'resent 4 17 0.0001 
Absent 121 82 
13q deletion Present 61 20 0.0001 
Absent 64 79 
17p deletion Present o 10 0.0001 
Absent 126 88 
12q trisomy Presenl 10 22 0.0003 
Absent llS 77 
CD38' Present 20 36 0.0001 
Absent 46 19 
'Performed in 121 patients. 
six out of seven showed cytogenetic aberrations including llq 
deletion (2 cases), trisomy 12 (2 cases), and 14q32 transloca­
tion (1 case). 
OS was significantly worse in patients expressing IGHVl-
69 (P = 0.021) and IGHV3-ll (P = 0.025). Significantly 
differences in prognosis could not be found in other IGHV 
subgroups, including IGHV5-51 (P = 0.057). Regarding 
patients using IGHV 4 family, they hada significantly higher 
TTFT (P = 0.001), with no cases of Richter syndrome 
in patients with IGHV4-39. Only 29/103 paticnts exprcssing 
IGHV3 received treatment (P = 0.016); albeit patients from 
subfamily IGHV3-21 showed a tendency to be treated earlier. 
On the other hand, 6/7 cases from family IGHVS required 
treatment during followup (P = 0.001). 
3.4. Genomic Aberrations, CD38, and Mutation Status. 
Patients with Bq deletion belonged significantly more fre­
quently to the mutated group (P = 0.005). By contrast, 
high-risk aberrations such as llq and 17p deletions were 
significantly associated with the unmutated group (P = 0.003 
and P = 0.007, resp.). Paticnts with 12q trisomy wcrc also 
associated with the unmutated group (P = 0.003). No 
relationship between patients without genomic aberrations 
and mutation status was observed (Table 2). 
Data for the expression of CD38 was available for 121 
patients. Fifty-six patients were CD38 positive and 65 were 
negative at a cutoff level for CD38 of 30%. A significant 
different expression of CD38 between patients with M-CLL 
(20) and those with U-CLL (36) was observed (P = 0.0001) 
(Table 2). 
4. Discussion 
In patients with CLL, the presence of a correlation between 
unmutated IGHV status and poor survival has been well 
established in severa! studies [7-9]. This has led to extensive 
investigations on the rnutational status and IGHV gene usage 
in different populations of patients diagnosed with CLL over 
the last few years. Results from these studies suggest that 
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the presence of ethnic variations and geographic background 
may affect IGHV gene usage, in CLL (21- 25]. 
The aim of our study was to investigate the frequency and 
mutation status of IGHV in a cohort of 224 patients from 
northwest and central region ofSpain and to correlate it with 
cytogenetic abnormalities, CD38 expression, OS, and TTFT. 
We found 56% cases of M-CLL and 44% of U-CLL 
when we established homology cutoff value on 98%. These 
findings are consistent with previous publications in Western 
countries [9, 12, 24]. Our data also confirmed that patients 
with unmutated IGHV genes hada distinctly more malignant 
disease and much shorter OS and TTFT than those with 
somatic mutations. 
IGHV gene usage family distribution was also compa­
rable to those observed in Western countries [26], which 
showed a higher representation of the IGHV3 family followed 
by IGHVl and IGHV 4 ( 48.4%, 24.9%, and 18.6%, resp.). 
With regard to the IGHV3 family, IGHV3-30 was the 
most frequently used segment followed by IGHV3-23. By 
contrast, IGHV3-7 was present in a relatively low frequency 
(4%) and was seen preferentially in M-CLL (8/9). Similar 
observations have been reported previouslyin Mediterranean 
countries and Serbian patients [12, 24, 27]. 
IGHV3-21 has been reported to be overrepresented in 
Scandinavian patients with a lower frequency in Southern 
European countries and has been associated with poor 
prognosis independent of mutational status [27, 28]. We only 
found 3.2% of the cases with this gene usage and 6 out of 
7 belonged to the subgroup of M-CLL. Anyway, probably 
due to the underrepresentation of this gene, we could not 
see a worse clinical outcome in these patients, although a 
trend to a shorter TTFT was observed (P = 0.07). Studies 
from Asia [21, 22], South America [23], and Europe [12, 26] 
showed a low representation of IGHV3-ll subfamily, with a 
similar proportion of M-CLL and U-CLL in this subgroup. 
However, the Ukrainian group showed that its presence was 
associated with an increased risk of developing autoimmune 
hemolytic anemia (25]. Interestingly, in our cohort, IGHV3-ll 
gene was significantly overused in the unmutated group and 
was associated with a lower OS (P = 0.025), but we failed to 
find a relationship with the risk of developing autoimmune 
hemolytic anemia. Further study of larger series needs to be 
performed to validate this data. 
IGHVl-69 is the most frequently used gene in IGHVl 
gene family of Western populations, exhibiting in most of 
the cases a germ line profile (29] and, consequently, a more 
aggressive disease. The higher usage of IGHVl-69 has been 
reported in Ukrainian [25] and Mediterranean [12] CLL 
patients. In accordance with these observations, IGHVl-69 
was also the most frequently used segment of IGHVl family 
in our studied population and the second most commonly 
detected in the global series (21 cases, 9.4%). We could also 
confirm the association ofIGHVl-69 with U-CLL cases, as 18 
of our 21 cases had the unmutated profile (P < 0.0001), with 
a significant worse OS (P = 0.021). 
IGHV4 family has been reported to be overused in 
the mutated subgroup of CLL [26]. In keeping with these 
findings, we confirmed the significantly preferential use of 
IGHV4 family in M-CLL (P = 0.02) and the consequently 
BioMed Research International 
better outcome of this subgroup with a longer TTFT (P = 
0.001). IGHV 4-34 had previously been reported to be among 
the most frequently used genes in CLL rearrangements [12]. 
In our cohort, IGHV 4-34 was used in 8.3% of the patients, 
similar to previously described in Mediterranean patients 
[30]. 
Regarding the remaining genes, we found a low rep­
resentation of IGHV5, IGHV2, and IGHV7 gene families 
and lack of expression ofIGHV6, as also described in other 
studies, regardless of their ethnic origin [23]. However, it is 
remarkable that, within the IGHV5 family, IGHV5-51 was 
used in 8 patients (3.2%); ali ofthem were male and presented 
with a shorter TTFT (P = 0.01). We could not confirm that 
these patients had a worse prognosis, probably due to its low 
representation. Further series including more patients with 
this subfamily should be studied in the future to clarify these 
findings. The Serbian cohort [24] and the Mediterranean 
cohort [12] are the ones with more representation of this 
subfamily and showed only 2% of this usage. Contrary to 
our findings, they did not find differences in prognosis and 
mutation status in this subgroup, probably due to the low 
representation of this usage. Nevertheless, further studies of 
larger series need to be performed. 
Del(Bq), del(llq), +12, del(l7p), and IGH rearrangement 
have been proved to be the most common and prognosti­
cally relevant chromosomal changes in CLL. As previously 
reported [9], we confirmed that del(Bq) was the most 
prevalent genetic abnormality and was found more often in 
patients with M-CLL, confirming its more favorable clinical 
outcome. Our data also showed an association between high­
risk aberrations del(llq), + 12, and del(l7p) and U-CLL, which 
is consistent with their poor clinical outcome [31]. 
CD38 has also been reported asan independent predictor 
of prognosis for CLL, and its high expression has been cor­
related to unfavorable outcomes. It is controversia! whether 
high levels of CD38 expression may be used as a surrogate 
marker of mutation status [22] . However, in our study we 
found an association of CD38 and U-CLL. 
5. Condusions 
Our data confirm that IGHV mutation status is one of the 
most significant molecular predictors for CLL prognosis. The 
identification ofIGHV gene segrnents can provide additional 
information regarding clinical course of CLL. The use of 
IGHV3-21 had a low incidence in our series. IGHV3-ll 
identified a group of patients with poor prognosis. IGHV5-51 
revealed a group of patients with a trend to a worse outcome. 
In addition, OS and TTFT were significantly related to IGHV 
mutation status. Further studies oflarger series, preferably in 
the context of prospective clinical trials, need to be performed 
to validate our data. 
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Abstract 
The prognosis of chronic lymphocytic leukemia (CLL} patients displaying trisomy 12 (+12) 
remains unclear. In this study, we analyzed the inlluence of the proportion of cells with 
+12, and other clinical and biologic factors, in time to first therapy (TTFT) and overall sur­
vival (OS), in 289 patients diagnosed with CLL carrying +12. Median OS was 129months. 
One hundred seventy-four patients (60.2%) presented +12 in < 60% of cells. TTFT and OS 
for this suhgroup were longer than for the subgroup with +12 in 2:60% of cells, with a median 
TTFT of 49 months ( CI95 % , 39-58) vs 30 months ( CI95 % , 22-38) (P = 0.001 ); and a median 
OS of 159months (CI95%, 119-182), vs 96months (CI95%, 58-134) (P=0.015). Other fac­
tors associated with a shorter TTFT were: Binet stage, B symptoms, lymphadenopathy, 
splenomegaly, high lymphocyte count, llq-, high j32microglobulin, and high LDH. In the mul­
tivariate analysis, clinical stage, +12 in 2:60% of cells, high Iymphocyte count, B symptoms, 
and 11q- in addition, resulted of significance in predicting shorter TTFT. Significant variables 
for OS were: Binet stage, lymphadenopathy, splenomegaly, high LDH, high j32microglobulin, 
llq-, and CD38. In the multivariate analysis, only Binet stage, llq-, and high j32microglobu­
lin significantly predicted shorter OS. CLL with +12 entails a heterogeneous group with 
intermediate prognosis. However, a high proportion of cells carrying +12 separates a 
subgroup of patients with poor outcome. Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd. 
Keywords: chronic lymphocytic leukemia; +12; prognosis 
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a heterogeneous 
disease, with survival times ranging from months to 
decades [1-3]. Clona! genomic aberralions can be 
identified in approximately 80% of CLL patients by fluo­
rescent in situ hybridization (FISH), and they constitute 
one of the most importanl predictors of disease progression 
and survival. The most common recurrent chromosomal 
abnormalities include: 13q deletion (13q-); 1 Jq deletion 
Copyright © 201 5 John Wiley & Sons, Ltd. 
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(11 q-); trisomy 12 ( + 12); and 17p deletion (17p-), defining 
five prognostic categories with survival times ranging from 
32 months in patients with 17p- to 133 months in patient5 
with 13q- as the sole abnom1ality [4]. Recently, a new 
prognostic scoring system wlúch sepa.rates CLL patients 
into four prognostic risk groups has been published: 
high-risk, ha.rboring TP53 and/or BIRC3 abnormalities 
(10-yea.r OS: 29%); intermediate-1isk, ha.rboring NOTCHJ 
and/or SFJBJ mutations and/or del(l lq22-q23) (10-year 
OS: 37%); low-risk, harboring trisomy 12 ora normal ge­
netics (10-yea.r OS: 57%); and very low-risk, harboring del 
(13q) only, whose 10-yea.r OS (69.3%) did not signifi­
cantly differ from a matched general population [51. 
Trisomy 12 is the third most frequent cytogenetic aber­
ration in CLL, occurring in up to 15-20%. It often appea.rs 
as the unique cytogenetic alteration (40-70% of cases with 
+12), although it can be associated with other chromo­
somal aberration [6]. 
The critica! genes involved in this aberration remain un­
known l7J, and it has been associated with an atypical mor­
phology or immunophenotype [8]. CLL patients with tlús 
aberration have been classically considered to have an in­
termediate prognosis [4], although evidence from prospec­
tive trials suggest5 that overall survival is favorable despite 
progression-free survival may be shorter [7,9]. 
CLL patients with + 12 rarely show TP53 mutations 
and rarely acquire these over time, finding that may 
partly explain the benign course after treatment [5, 10). 
However, the presence of NOTCH-1 mutations can be 
identified in 30-40% of patients carrying + 12, and it 
confers a worse disease outcome in this subset of 
patients fl 1-14]. 
Several studies demonstrated that the presence of a spe­
cific cytogenetic abnormality is not sufficient to identify 
homogeneous subgroups of patients. Thus, a high propor­
tion of cells carrying 13ql4-, or la.rge deletions including 
RBl gene a.re associated with a worse outcome [15- 18]. 
Similar results have been observed rega.rding l lq-, with a 
negative prognostic impact when 1 lq- involves the major­
ity of CLL clone [19), and regarding 17p-, with a worse 
clinical outcome when a higher percentage of deleted cells 
is present [20). Therefore, a multicenter analysis including 
289 patients diagnosed with CLL harboring + 12 was car­
ried out. We described and campa.red the clinical and bio­
logical charactetistics of these patients and found that a 
high number of + 12 lymphocytes has a bad impact in the 
clinical outcome. 
Patients and methods 
Patients 
An electronic database containing information from 2561 
patients diagnosed with CLL from 25 Spanish institutions 
Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd. 
1 González-Gascón y Marín et al. 
was retrospecti vely screened. The diagnosis was based ac­
cording to the World Health Organization Classification 
of Tumors [21] and Intemational Workshop on CLL 
guidelines [22]. Ali (289) cases carrying + 12 detected 
in the routine FISH analysis were selected. Clinical in­
formation recorded at diagnosis included age, Binet 
stage, and physical examination. Analytical parameters 
included absolute wlúte blood cell and lymphocyte 
counts, serum lactate dehydrogenase (LDH), and serum 
beta2-microglobulin (B2M) concentrations. Prognostic 
factors such as CD38, ZAP70 expression, and muta­
tional status of immunoglobulin heavy chain (IGHV) 
were collected when available. The study was approved 
by the local ethics committee, and ali individuals pro­
vided their informed consent. 
FISH analysis 
lnterphase FISH was perfonned on peripheral blood 
samples at the time of diagnosis using commercially avail­
able probes for the following regions: l lq22/ATM, 
12q13, 13q14, and 17p13/TP53 (Vysis/Abbolt Co, 
Downers Grove, IL, USA). Methods for FISH analysis 
are described elsewhere [23]. Dual color FISH using 
differently labeled control probes was performed, and 
signal screening was carried out on al least 200 cells 
with well delineated signals. Hybridization was repeated 
in those slides with less than 80% cells showing two 
control-probe signals. The sensitivity limit for the 
detection of +12 and deletions were >5%, and > 10% 
interphase cells with three signals and one signal, 
respecti vely. 
Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using the SPSS 21.0 
software package (SPSS, Chicago, IL, USA). The cut­
off point for percentage of + 12 was selected by di viding 
the variable into deciles and selecting the most efficient 
cut-point. The Fischer' s exact test and the Chi-squared 
test were used to determine the relationship between 
categorical variables. Quantitative variables were com­
pared by using the Student t test and the Mann­
Whitney U test. 
OS was calculated from the time of diagnosis to 
death or last follow-up visit. TTFT was calculated as 
the interval between diagnosis and the start of first line 
treatment. OS and TTFT were estimated by the Kaplan­
Meier method and assessed by the log-rank test. Univar­
iate and multiva.riate analyses were performed using 
Cox regression method. Statistical significance was de­
fined as P < 0.05. 
Hematol Oncol 20 15 
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Results 
Patient characteristics 
FISH detected +12 in 355 patients (13.9%) of the 2561 
patients initially included in the study. The final analysis 
was limited to 289 cases, after excluding monoclonal 
B-cell lymphocytosis, cases that acquired + 12 as clona! 
evolution, or with inadequate follow-up. Median age was 
68 years old (range, 22-88 years). A hundred and 
seventy-eight patients were male (61.6%). At the time of 
diagnosis, most cases were classified as stage A (68.9% ), 
while only 5.2% were in stage C according to Binet classi­
fication [3]. Median white blood cell (WBC) count was 
19 x 109/L, and only 16.3% of patients presented with 
>30x 109/L lymphocytes. Splenomegaly, hepatomegaly, 
and lymph node involvement were present in 15.5%, 
5.7%, and 54.1 %, respectively. Regarding JGHV mutalion 
status, 53.8% of the patients were classified as unmutated. 
CD38 and ZAP-70 were positive in 37.4%, and 55.8% of 
the patients, respectively. Multiple genetic abnomialities 
detected by FISH were present in 56 cases including: 
llq- (3.9%), 13q- (17%), and l 7p- (6.1 %). Of the patients, 
78.2% were alive at the time of analysis, and median 
follow-up was 41 months (range 1-197months). 
The impact of propottion of cells with + 12 on progno­
sis was assessed by dividing cases into different cutoff 
values, and we found 60% as the best predictive cut-off 
value to divide patients with different clinical outcomes. 
A total of 174 patients (60.2%) presented the +12 in 
<60% of cells; whereas the remaining 115 patients 
(39 .8%) carried + 12 in 2':60% of cells. Cases with a higher 
(2':60%) proportion of cells with + 12, presented with a 
higher WBC (P=0.001), lymphocyte count (P=0.006), 
LDH (P=0.03), size of spleen (P=0.001), and more 
advanced Binet stage (P=0.04) (Table 1). 
Time to first therapy 
In our cohort of 289 patients, 175 (60.6%) were treated 
during follow-up, and median TTFT was 42 months 
(CI95%, 34-49 months). Of the patients in the group with 
lower proportion of + 12, 51.2% required treatment, com­
pared with 75.7% of patients in the group with 2':60% of 
ce lis showing + 12 (P < 0.001 ). 
As shown in Figure 1, we found that median TTFT was 
49 months (CI95%, 39-58 months) in cases with +12 in 
< 60% of cells compared with 30 months (CI95%, 
22-38months) in cases with :=::60% (P=0.001). Other sig­
nificant prognostic variables for TTFT in the univariate 
analysis were (Figure lB- H): Binet stage (P < 0.0001), B 
symptoms (P < 0.0001), lymphadenopathy (P < 0.0001), 
splenomegaly (P < 0.0001 ), high lymphocyte count 
(P <0.0001), high B2M (P=0.02), and high LDH 
Copyright © 201 5 John Wiley & Sons, Ltd. 
(P=0.01) (Table 2). In the multivariate analysis, a sh01ter 
TTFT was predicted by Binet stage (P=0.002), 2':60% of 
cells with + 12 (P =O.O 13), high lymphocyte count 
(P=0.04), B symptoms (P=0.009), and 1 lq- in addition 
to +12 (P=0.002) (Table 3). 
Overall survival 
At the time of analysis, 69 patients (21.8%) had died. 
Median OS was 129 months (CI95%, 100-158months). 
A total of 16.7% of patients in the group with lower pro­
portion of +12 died compared with 29.6% of patients in 
the group with 2':60% of cells showing + 12 (P = 0.009) 
(Table !). 
Regarding OS based on the percentage of cells with + 12, 
cases with less than 60% of cells with + 12 had a signifi­
can ti y longer OS, 159 months (Cl95%, 119-182 months) 
compared to patients with a higher proportion of cells car­
rying +12, 96months (CI95%, 58-134 months) (P =0.015) 
(Figure 2A). Other variables that also showed a significant 
impact in OS in the univariate analysis were (Figure 2B­
G): advanced Binet stage (P < 0.0001 ), lymphadenopathy 
(P=0.001), splenomegaly (P=0.001), high l.DH (P=0.009), 
high (P<0.0001), and CD38 (P=0.04) (Table 4). In 
the multivariate anal y sis, only Binet stage (P = 0.04 ), 
llq- in addition to +12 (P=0.01), and high B2M 
(P = 0.03) resulted significant in predicting a shorter OS 
(Table 5). 
Sole + 12 compared with additional cytogenetic 
abnormalities 
In our group of 289 patients harboring + 12, 56 cases (19%) 
presented additional cytogenetic abnormalities distributed 
as detailed as follows: 13q- (n=34); 17p- (n=ll); llq­
(n=5); 1 lq- and 13q- (n=3); 17p- and 13q- (n=2); and 
17p- and llq- (n=l); (Supporting information Table Sl). 
Distribution between the different cytogenetic subgroups 
and the percentage of cells with + 12 was similar, as shown 
in Table l. 
TTFT was shorter in the group of cases with +12 and 
11 q- compared with cases with + 12 as a unique aberration 
(23 months [CI95%, 9-37] vs 44 months [CI95%, 36-52] 
[P=0.02]) (Supporting information Figure SlA). A shorter 
OS was observed when simultaneous + 12 and l lq- were 
present (44months [Cl95%, 26-62] vs 159months 
[CI95%, 92-226] [P=0.02]) (Supporting information 
Figure S 1 B). 
We could not find any difference in TTFT or OS when 
+12 was accompanied by 17p- or 13q-. It is remarkable 
that most of the patients with 1 lq- (7/9) presented it 
in::'.:than 25% of l lq deleted nuclei. 
Hematol Oncof 20 1 5 
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Table 1. Clinical and biological characteristics of the whole series of 289 patients with + 12 at diagnosis, according to t he percentage of 
cells with + 12 detected by FISH: < 60% or '.'.:60% 
Characteristic 
Age, years; median (range) 
Sex 
Male 
Female 
White b/ood ce/Is (n = 28 /), (ronge) x /09/L 
Lymphocytes (n = 279) 
<30 X 109/L 
;30 X 109/L 
LDH (n=276) 
Normal 
High 
/hmicrogiobulin (n = 246) 
Normal 
High 
Binet stoge (n = 280) 
A 
B 
e 
Lymphadenopathy (n = 244) 
No 
:S2 areas 
> 2 areas 
Splenomegaiy (n = 2 79) 
Yes 
No 
Hepotomegoly (n = 278) 
Yes 
No 
!GHV mutotion status (n = 80) 
Mutated 
Unmutated 
CD38 (n = 190) 
Positive 
Negative 
ZAP-70 (n = 95) 
Posit ive 
Negative 
Thcrapy during follow-up (n = 287) 
Yes 
No 
Died during fol/ow-up 
Yes 
No 
Other FISH abnormalities 
l l q- (n=225) 
l 3q- (n = 225) 
l 7p- (n = 224) 
Discussion 
+12<60%n=l74 
69 (34- 88) 
104 
70 
16.2 (4.5- 294.2) 
149 
20 
114 
54 
11 0 
36 
128 
34 
6 
70 
3 1 
42 
15 
152 
7 
160 
22 
24 
43 
7 1 
32 
24 
88 
84 
29 
145 
7 
22 
10 
Cytogenetic abno1malities confer an impo1tant prognostic 
value in CLL [3]. However, recent studies have demon­
strated that cytogenetic groups might be heterogeneous, 
and that the percentage of cells that display a specific ab­
normality could be related to the prognosis of these 
subgroups [15,19,20]. These observations have not been 
confümed before m patients carrying + 12. For these 
Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd. 
+ 1 2 ::>: 60% n = 11 5 
68 (25- 87) 
74 
4 1 
23.8 (5.9- 276.0) 
86 
27 
59 
49 
65 
35 
7 1 
32 
9 
42 
22 
37 
28 
84 
9 
102 
19 
15 
28 
48 
2 1 
18 
87 
28 
34 
8 1 
2 
17 
4 
Pvalue 
0.56 
045 
0.00 1 
0.006 
0.03 
0.08 
0.04 
0.34 
0.001 
0.38 
0.74 
0.99 
0.9 1 
< 000 1 
0.009 
0.2 
0.5 
OJ 
Global series 
68 (25- 88) 
178 
111 
19.0 (4.5- 294.2) 
232 
47 
173 
103 
175 
7 1 
199 
66 
15 
112 
53 
79 
43 
236 
262 
16 
37 
43 
7 1 
119 
53 
42 
175 
112 
63 
226 
9 
39 
14 
% 
61.6 
38.4 
83.2 
16.8 
627 
373 
71. 1 
28.9 
7 1.1 
23.6 
5.4 
45.9 
21.7 
32.4 
15.5 
84.5 
5.7 
94.3 
46.3 
53.8 
37.4 
62.6 
558 
44.2 
6 1 
39 
2 1.8 
78.2 
3.9 
17 
6.1 
reasons, we performed a multicentric analysis of patients 
diagnosed with CLL and + 12 focusing on the prognostic 
value that the percentage of cells with this abnormality 
may imply. We observed that patients with +12 constitute 
a heterogeneous group with intermediate prognosis, with 
a poor outcome in the subgroup of patients with a higher 
proportion of cells carrying +12. 
Trisomy 12 was present in 13.5% of the patients, being 
the median OS of 129 months, and median TTFI of 
Hematol Oncol 20 15 
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Figure 1. a) Kaplan-Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with + 12 and percentage of + 12( < vs 2'.60%) 
(A); (P < 0.005; log-rank test). b) Kaplan-Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with + 12 and Binet 
stage (B) (P < 0.005; log-rank test). c) Kaplan-Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with + 12 and B 
symptoms (P < 0.005; log-rank test). d) Kaplan-Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with + 12 and 
lymphadenopathy (D) (P < 0.005; log-rank test). e) Kaplan-Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with + 12 
and splenomegaly (E) (P < 0.005; log-rank test). f) Kaplan- Meier curves fer time to first therapy (TTFT) in 289 patients with + 12 
and lymphocyte count (F) (P < 0.005; log-rank test). g) Kaplan-Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patient s with 
+ 12 and LDH (G) (P < 0.005; log-rank test). h) Kaplan-Meier curve fer time to first therapy (TTFT) in 289 patients with + 12 
and P2microglobulin (B2M) (H) (P < 0.005; log-rank test) 
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Table 2. Univariate Cox regression analysis of time to first therapy (TTFT) 
Variable 
Percentage of cells wit h + 12 <60% 
:0::60% 
Sex Mal e 
Female 
Lymphocytes '.'030 X 109/L 
>30x 109/L 
B symptoms Absent 
Present 
Lactate dehydrogenase No1-mal 
High 
P2m1croglobulin No1-mal 
High 
Binet stage Early 
Advanced 
Lymphadenopathy No 
'.'02 areas 
>2 areas 
Splenomegaly Absent 
Present 
Hepatomegaly Yes 
No 
IGHV mutation status Yes 
No 
CD38 Negative 
Positive 
ZAP-70 Negative 
Positive 
13q- Present 
Absent 
l lq- Present 
Absent 
17p- Present 
Absent 
95% CI, 95% confidence interval. 
Table 3. Multivariate Cox regression of time to first therapy 
(TTFT) 
Variable Hazard ratio 95%CI P value 
+ 12 2'. 60% of cells 1.739 1.126- 2.687 0.01 3 
Lymphocytes >30 x 109/L 1.801 1.025- 3.162 0.041 
B symptoms 3.038 1.315 7.018 0.009 
High P2microglobulin 1.426 0.857- 2.374 0.17 
Advanced Binet stage 2. 120 1.3 11 - 3.429 0.002 
High LDH 1.065 o .684- 1 .660 0.78 
Splenomegaly 0.489 0.20 1- 1.188 0.11 
l lq- 4.327 1.737-10.782 0.002 
95% CI, 95% confidence interval 
42months. These findings are consistent with previous 
publications that es ti mate frequency of + 12 around 15-
20%, with a median OS of 111 months, and a median 
TTFT of 32 months l4J. The other clinical characte1istics 
of the present se1ies, such as the median age (68 years), 
with a mate predominance; the predominance of low 
Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd. 
Median TTFT (months) 95%CI P value 
49 40- 58 0.00 1 
30 22- 38 
33 24-42 0.2 
46 39- 53 
46 36- 56 < 00001 
20 15- 25 
45 32-55 <0.0001 
7 0-1 8 
52 36- 68 0.00 1 
31 18-43 
48 36- 60 0.002 
30 25- 35 
53 44- 63 < 0.0001 
2 1 14-28 
56 41-7 1 <00001 
43 25- 60 
22 16 27 
45 37 53 <0.000 1 
22 18- 27 
40 3 1-49 0.7 
37 24- 50 
52 17- 87 0.07 
3 1 23- 38 
48 40-56 0. 1 
30 18- 42 
42 16- 68 0.4 
37 23- 5 1 
49 38- 59 0.2 
37 26-47 
23 9-37 0.002 
44 36- 52 
42 20- 64 OJ 
44 35-53 
lymphocyte count (83%), low ~2microglobulin levels 
(71 %), early Binet stages (71 %), low levels of CD38 
(63% ), and absence of significan! organomegaly, are also 
in accordance to previous studies [4,7]. 
The percentage of cells displaying +12 identilied 2 
subgroups of patients with different prognosis. lnterest­
ingly, patients with a higher proportion of +12 cells 
presented with higher WBC and lymphocyte count; higher 
levels of LDH and ~2microglobulin ; more advanced Binet 
stages; and splenomegaly. More patients with a high 
proportion of cells with + 12 needed treatment or died 
during follow-up. 
Of note, the group of patients with + 12 in < 60% of their 
cells, showed a significantly longer TTFf and OS. More­
over, in the multivariate analysis, the independent effect 
of this covariate remained on TTFf. 
To better define prognostic features among all the group 
of patients with +12, severa! factors predicting a shorter 
TTFT were identified. Thus, advanced Binet clinical 
stage, B symptoms, lymphadenopathy, splenomegaly, high 
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Figure 2. a) Kaplan- Meier curve for overall survival (OS) in 289 patients with + 12 and percentage of + 12 ( < vs ::> 60%) (A) (P < O.OOS; 
log-rank test). b) Kaplan- Meier curve for overall survival (OS) in 289 patients with + 12 and Binet stage (B); (P < 0.005; log-rank test). c) 
Kaplan-Meier curve for overall survival (OS) in 289 pat ients with + 12 and lymphadenopathy (C); (P < 0.005; log-rank test). d) Kaplan­
Meier curve for overall survival (OS) in 289 patients with + 12 and LDH (D); (P < 0.005; log-rank test). e) Kaplan-Meier curve for over­
all survival (OS) in 289 patients with + 12 and ¡32microglobulin (B2M) (E) (P < 0.005; log-rank test) . f) Kaplan-Meier curve for overall 
survival (OS) in 289 patients with + 12 and CD38 (F) (P < 0.005; log-rank test) 
lymphocyte count, and high LDH were associated with 
shmter TIFT. It is remarkable that the presence of > 60% 
of cells with + 12, advanced Binet stage, high Iymphocyte 
count, and B symptoms remained significantly associated 
with a worse TTFT in the multivariate analysis. These 
Copyright© 201 5 John Wiley & Sons, Ltd. 
results are similar to the publ ished studies in the overall 
setting of CLL cases [4,8,13]. 
We also found that similar factors were associated with 
a shorter OS, including advanced Binet stage, lymphade­
nopathy, splenomegaly, high LDH, high p2microglobulin, 
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Table 4. Univariate Cox regression analysis of overall survival (OS) 
Variable Median OS (months) 95%CI P value 
Percentage of <60% 
cells with + 12 ~60% 
Sex Mal e 
Female 
Lymphocytes ::;30 X 109/L 
>30 X 109/L 
B symptoms Absent 
Present 
Lactate Normal 
dehydrogenase High 
~2m1croglobulin Normal 
High 
Binet stage Early 
Advanced 
Lymphadenopathy No 
>2 areas 
Splenomegaly Absent 
Present 
Hepatomegaly Yes 
No 
IGHV mutation Yes 
status No 
CD38 Negative 
Positive 
13q- Present 
Absent 
l lq- Present 
Absent 
17p- Present 
Absent 
95% CI, 95% confídence interval 
Table 5. Multivariate Cox regression of overall survival (OS) 
Variable 
+ 12 :,, 60% of ce lls 
High ~2microglobulin 
Advanced Binet stage 
High LDH 
l lq-
Hazard ratio 
1.63 1 
2.259 
1.717 
1.451 
5.097 
95% CI, 95% confídence inte rval 
95%CI 
0.834- 3 188 
1.070- 4.770 
1.023-2.881 
0.685-3074 
1 .4 20- 1 8.289 
P value 
O. IS 
0.03 
0.04 
0.33 
0.01 
and expression of CD38. However, only advance Binet 
stage and high ~2microglobulin remained independently 
significant in predicting OS. 
As speculated with other cytogenetic abnonnalities, it 
may be possible that the greatest number of losses in 
13q llq, or 17p deletions or a high percentage of cells 
with +12, translates genetic instability that makes the 
outcome of these patients worse. In our series we found 
that 60% of cells with +1 2 was the better cut-off with 
clinical significance, after trying different thresholds. 
However, further studies preferably in a prospective 
context need to be performed to validate this limit. 
Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd. 
159 100-- 148 0.015 
96 58-1 34 
129 82-1 76 0.9 
129 Not reached 
129 102-1 56 O.OS 
96 55-1 37 
129 118- 140 0.3 
Not reached Not reached 
197 Not reached 0.009 
81 60-1 0 1 
159 111- 207 < 0.000 1 
76 45-1 07 
159 131-187 < 0.000 1 
79 48-1 09 
159 123- 195 0.00 1 
79 51- 106 
129 102 155 0.00 1 
121 Not reached 
129 101-1 57 0.2 
Not reached Not reached 
159 Not reached 0.6 
Not reached Not reached 
159 104-2 14 0.04 
129 77- 181 
129 230--227 0.4 
159 80--237 
44 26- 6 1 0.01 8 
159 92-226 
81 1.1-1 60 0.4 
159 9 1- 226 
We could not find predictive value regarding other 
important prognostic factors such as IGHV mutation status, 
and expression of ZAP-70. Nevertheless, data were col­
lected retrospectively, and these factors were not analyz;ed 
in the whole series of patients. 
Coexistence of other cytogenetic abnormalities in a<l<li­
tion to + 12 was rare in our cohort, and it is consistent with 
previous publicalions [6,7,10]. Only 19% of patients 
presented other cytogenetic abnormalities, being 13q- the 
most frequent followed by 17p- and l lq-. We analyzed 
TTFT and OS in the different cytogenetic abnormalities, 
and we found a significantly shmter TIFT and OS in the 
group of patients with 1 lq-. This covariate preserved its 
effect in the multivariate analysis. We failed to observe 
these findings in the subgroup of patients with 17p-. 
Moreover, only a tendency to a longer OS in patients with 
13q- was observed. lt is noteworthy that even though llq­
was only present in 9 patients, nearly ali of them presented 
it in :o> than 25% of 1 lq deleted nuclei, which has previ­
ously been associated with a worse outcome L8J. However, 
larger studies with more patients are needed to ascertain 
these findings, and address the relationshíp between + 12 
and other cytogenetic abnormalities. 
Hematol Oncol 20 15 
DOI: 10.1002/hon 
5. Artículo 2: A high proportion of cells carrying trisomy 12 is associated with a worse outcome in patients
with chronic lymphocytic leukemia
56
  
 
  
Worse prognosis in CLL patients with a high number + 12 cells 
To summmize, our findings suggest that the percentage 
uf cells carrying + 12 infiuences the uutcome uf these 
patients. We demonstrated that a high proportion of cells 
with +12 detected by FISH is associated with a short OS 
m1d TIFT. Our results suggest the need to consider the 
percentage uf cells with + 12 as an impurtant prognustic 
factor, in future prognosis scales. 
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ABSTRACT 
We analyzed the features of chronic lymphocytic leukemia (CLL) with mult iple abnormalities 
(MA) detected by FISH. A local database including 2095 CLL cases was used and 323 with MA 
(15.4%) were selected. MA was defined by the presence of two or more alterations (deletions of 
13q14 (13q-), 11q22 (llq-), 17p13 (17p-) or trisomy 12 (+ 12)). The combination of 13q- w ith 
llq- and 13q- with 17p-, accounted for 58.2% of the series, in contrast to llq- with 17p- (3.7%). 
Patients carrying MA since diagnosis presented a short time to first therapy(TTFD (27 months) 
and overall survival (OS) (76 months). The combinations including 17p- had a shorter OS (58 
months) than the ones without 17p- (not reached, p = .002). Patients with a complex-FISH were 
the ones with worse OS (34 months). MA imply poor prognosis when they emerge at diagnosis, 
probably due to the high incidence of bad prognosis markers, which may be a reflection of a 
more complex karyotype. 
ARTICLE HISTORY 
Received 4 February 2017 
Revised 20 June 2017 
Accepted 25 June 2017 
KEYWORDS 
Chronic lymphocytic 
leukemia; multiple 
abnormalities; prognosis; 
fluorescence in-situ 
hybridization 
lntroduction 
Fluorescence in-situ hybridization (FISH) is now consid­
ered as one of the most important prognostic marker 
for chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients, along 
with Raí and Binet staging systems [1,2] and the muta­
tional status of immunoglobulin heavy chain variable 
(IGHV) genes [3]. The generalized use of FISH is not 
only due to its ability to detect genetic abnormalities 
in around 80% of the cases, but also for its capacity to 
classify patients according to their prognosis. German 
pioneering study outlined the hierarchy of genetic 
changes detected by FISH that predicts disease 
progression and survival in CLL, being patients with 13q 
deletion (13q-) as a sale abnormality those with a better 
outcome, followed by patients with normal karyotype, 
trisomy 12 (+ 12), 11 q deletion (11 q-), and 17p deletion 
(17p-) [4]. These findings have been validated subse­
quently in several studies, along with the increase in the 
risk associated with each abnormality when it is detected 
in high percentages of nuclei by FISH [5-8], including a 
recent report with a large cohort of 1048 cases [9]. In add­
ition, patients with 17p- and/ or TP53 mutations, entail 
the unique subgroup of patients that require a different 
frontline treatment approach [1 O]. 
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A great effort has been done to decipher genomic 
complexity of CLL by using new generation techniques 
with the result of a detailed view of the mutational 
landscape of CLL and its vast heterogeneity [11, 12-14]. 
In this line, genetic alterations such as 13q- and tri­
somy 12 have been considered early genetic events 
providing clonal advantage to CLL cells, whereas TP53 
aberrations could be mainly accounted as later events 
[15]. However, sorne questions remain unsolved con­
cerning more traditional techniques such as FISH. 
Thus, classic deletions and trisomy 12 may also occur 
in combination with each other in 15-20% of the 
cases. However, scarce information with inconclusive 
results is available [4, 16-18]. In fact, while Dohner's 
prognostic hierarchy separated cases with 13q- as a 
sole abnormality, the remaining categories could 
include cases with multiple abnormalities (MA) [4]. 
Moreover, complex karyotypes (CK) defined as the 
presence of three or more abnormalities detected by 
cytogenetic studies, have been reported in around 
10% of the CLLs and have been associated with a dis­
mal clinical outcome, indicating the importance in 
assessing the presence of genetic complexity [19-25]. 
Therefore, we conducted a retrospective study of 
cases with two or more abnormalities detected by 
FISH from a multicenter database containing data 
from 2095 patients. We selected 290 cases with more 
than one alteration, in order to address the following 
questions: 1. Which are the frequency, clinical features 
and outcome of patients with CLL entailing MA glo­
bally and for each particular combination? 2. Which 
could be the predominant clones in CLL patients with 
double alterations and therefore could be considered 
as driver genetic alterations? 
Methods 
Patients 
A total of 2095 CLL patients with a complete FISH 
panel were selected from the electronic database of 
the Spanish Groups of Cytogenetics (GCECGH) and CLL 
(GELLC). This database contains clinical and genetic 
information from 25 different Spanish institutions. FISH 
abnormalities taken into account were 13q-, 11 q-, 17p­
and + 12. We focused on the 323 patients with two or 
more cytogenetic abnormalities detected by FISH, but 
the study was limited to the 290 patients with com­
plete follow-up data. For the analysis we separated 
cases showing MA at diagnosis from those who 
acquired MA during disease evolution. The control 
group used for survival analysis included the 1501 
patients from the same database without MA, 
complete follow-up data and FISH studies performed 
within the first four years after diagnosis. This study 
was performed in accordance with national and inter­
national guidelines (Professional Code of Conduct, 
Declaration of Helsinki) and approved by the local eth­
ics committees. All cases met the diagnostic criteria for 
CLL according to the lnternational Workshop on CLL 
(IWCLL) [26]. Clinical and analytical parameters 
recorded at the moment of diagnosis included: date of 
diagnosis, age, gender, physical examination, Binet 
and Rai stage, absolute blood white cell count, abso­
lute lymphocyte count, serum beta-2 microglobulin 
(~2M) and serum lactate dehydrogenase (LDH) levels. 
Lymphadenopathy was defined by the presence of at 
least three enlarged lymph node sites. Prognostic 
markers such as CD38 and ZAP70 expression and IGHV 
somatic mutation status were recorded when available. 
Other data collected from the database were treat­
ment, status and last follow up. 
FISH analyses 
lnterphase FISH studies were performed at the time of 
routine clinical practice either in peripheral blood and/ 
or bone marrow samples using commercially available 
probes for the following regions: 13q14, 12q13, llq22/ 
ATM and 17p 13/ P53 (Vysis/ Abbott Co, Downers Grove, 
IL, USA). Ali centers used standardized FISH panels as 
described before [25]. Signal screening was carried out 
in at least 200 cells with well-delineated fluorescent 
spots. The sensitivity limit for the detection of + 12 and 
deletions were > 5 and > 10% interphase cells with 
three signals and one signal, respectively, according to 
the cutoff of our laboratories. A complex-FISH result 
was considered when three or more abnormalities 
were observed. Moreover, mosaicism, meaning the 
presence of two different clones in the same patient, 
was assessed by the percentage of cells with each 
abnormality in FISH studies. Cases with two different 
clones were considered when a difference of at least 
10% between each alteration was observed and there­
fore, the major clone was the one with a higher per­
centage of cells [16]. 
Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using SPSS 21.0 soft­
ware package (SPSS, Chicago, IL). The Mann-Whitney 
and Fisher's exact tests were performed for quantita­
tive and categorical variables, respectively. Overall sur­
vival (OS) and time to first therapy (TTFT) were 
estimated by the Kaplan-Meier method. The log-rank 
test was used to calculate p values. OS was calculated 
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Table 1. Clinical and biological characteristics at diagnosis of the whole series of 290 CLL patients with multiple abnormalities 
(MA) detected by FISH and according to the time of onset of these alterations: diagnosis or disease evolution. 
Characteristic Global series % 
Age, years. Median (range) 66 (28-97) 
Sex 
Male 203 70 
Fema le 87 30 
White blood cells, (range) x 109/ L 20.3 (5.7- 370) 
Lymphocytes, (range) x 109/ L 14.9 (5-355) 
LDH (n = 251) 
Normal 180 72 
High 71 28 
P2microglobulin (n = 241) 
Normal 163 67.6 
High 78 32.4 
Bine! stage (n - 281) 
A 197 70.1 
B 66 23.5 
e 18 6.4 
Lymphadenopathy (n = 258) 
:s;3 areas 178 69 
> 3 areas 80 31 
Splenomegaly (n = 281) 
Yes 60 21.4 
No 221 78.6 
Hepatomegaly (n - 283) 
Yes 19 6.7 
No 264 93.3 
B Symptoms (n = 279) 
Yes 37 13.3 
No 242 86.7 
IGHV mutation status (n = 56) 
Mutated 15 26.8 
Unmutated 41 73.2 
CD38 (n = 214) 
Positive 79 36.9 
Negative 135 63.1 
ZAP-70 (n - 124) 
Positive 51 41.1 
Negative 73 58.9 
Therapy during follow-up 
Yes 197 67.9 
No 93 32.1 
Died during follow-up 
Yes 90 31 
No 200 69 
17p-
Yes 134 46.2 
No 156 53.8 
from the time of diagnosis to death or last follow-up 
visit. TTFT was calculated as the interval between diag­
nosis and the start of first line treatment or last follow­
up. Survival analyses were restricted to the group of 
pat ients in which MA occurred at the moment of diag­
nosis. Statistical significance was defined as p < .05. 
Results 
Patient characteristics 
A total of 323 cases out of 2095 CLL patients (15.4%) 
showed multiple abnormalities (MA) detected by FISH. 
However, this study was limited to the 290 cases with 
MA and complete follow up data. While MA emerged 
at diagnosis in the majority of the cases (184, 63%), 
MA at diagnosis % MA during disease evolution % p value 
71 (28-97) 60 (34- 80) .0001 
71 69 .4 
29 31 
20.1 (6.0- 341) 20.2 (5.7- 370) .9 
14.8 (5.1-329) 15.2 (5- 355) .9 
70.6 73.9 .3 
29.4 26.1 
63.4 75 .04 
36.6 25 
66.3 76.7 .008 
24.2 22.3 
9.6 1 
64.6 76.3 .01 
35.4 23.7 
24.2 16.5 .08 
75.8 83.5 
8.9 2.9 .05 
91.1 97.1 
85.9 88.2 .3 
14.1 11.8 
25.8 30.8 .7 
74.2 69.2 
32.8 34.6 .3 
61.8 65.4 
37.3 46.9 .3 
62.7 53.1 
58.7 84 .001 
41.3 16 
28.8 34.9 .2 
71.2 65.1 
56.5 50.9 .1 
43.5 49.1 
the remaining 106 (37%) showed MA in the disease 
evolution. Of note, 48 of the latter (45%) had received 
treatment for CLL prior to MA detection. The other 58 
patients w ith MA during disease evolution were not as 
a consequence of treatments. The median lines of 
t reatment received before MA acquisit ion was 2 (1- 6). 
First line treatments included: chlorambucil based regi­
mens (n = 23); fludarabine based regimens (n = 18); 
bendamustine based regimens (n = 3); R-CHOP (n = 2); 
pentostatin-cyclophosphamide-rituximab (n = 1) and 
rituximab (n = 1 ). Anti-CD20 was used in combination 
with chemotherapy in 11 of the 48 cases. On the other 
hand, 44 patients (41 %) with MA acquired during evo­
lution, had available FISH samples from diagnosis. 
These studies yielded the following results: 13q­
(n = 18); normal FISH (n = 11 );+12 (n = 9); 11q- (n = 4); 
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Figure 1. Distribution of abnormalities of the whole cohort of 290 patients, of the cases with MA at the moment of diagnosis and 
of the cases with MA during disease evolution according to FISH panel. 
17p- (n = 2). Median time from diagnosis to FISH in 
the group of patients with MA at diagnosis was O days 
(0-118) and in the patients with MA during disease 
evolution of 7.6 years (0.6-19). The median age at 
diagnosis of the whole cohort with MA was 66 years 
(range 28-98 years). 203 patients of the 290 were 
male (70%). Most cases were presented with early 
Binet stages at the time of diagnosis (70.1 %, stage A). 
Analogously, normal LDH and (32M levels, absence of 
B symptoms, splenomegaly and hepatomegaly were 
observed in most cases (Table 1). Besides, cases with 
MA harboring 11 q- had a tendency to present with 
more lymphadenopathy (36.1 o/o Vs 26.1 %, p = .05). 
Clinical and biological characteristics of CLL patients 
according to the presence of MA at diagnosis or dur­
ing disease evolution are also detailed in Table 1. Of 
note, patients with MA at diagnosis were significantly 
older than patients who acquired MA afterwards (71 
vs. 60 years, p < .001 ). When MA were detected at the 
moment of diagnosis, C Binet stages were more fre­
quently observed (p = .008), (32M levels were higher 
(p = .04) and more cases with lymphadenopathy were 
observed (p = .01). This is not surprising, as the clinical 
data of the cases with MA during disease evolution 
where the ones from the moment of diagnosis of the 
disease when this cases did not harbor MA. In addition, 
more patients with MA acquired during evolution 
needed treatment (p = .001 ), which is expected since 
FISH is usually performed before starting treatment. No 
other significant differences were observed between 
these groups (Table 1 ). lnterestingly, 1.7% of the cases 
with MA (5 of the 290) progressed as a Richter transform­
ation. Three of them belonged to the group of patients 
with MA at diagnosis and harbored: + 12 and 17p­
(n = 2); + 12 and 11 q- (n = 1 ). The other two were cases 
with MA during disease evolution and had + 12 and 17p­
(n = 1); + 12 and 13q- (n = 1 ). 
Distribution of abnormalities detected by FISH 
The combination of cytogenetic abnormalities was het­
erogeneous. The most recurrent combination of two 
or more cytogenetic alterations in the whole series 
was 13q- with 11 q- (32.4%, 94 cases) followed by 13q­
with 17p- (25.9%, 75 cases), 13q- with + 12 (15.9%, 46 
cases), complex-FISH (9.6%, 28 cases), + 12 with 17p­
(8.3%, 24 cases), + 12 and 11 q- (4.1 %, 12 cases) and 
11 q- with 17p- (3.8%, 11 cases). No significant differen­
ces in the distribution of MA were identified between 
those detected at diagnosis or during the disease evo­
lution (Figure 1). Complex-FISH was observed in a low 
proportion of cases in both groups: 10.3% at diagno­
sis and 9.4% during disease evolution. lnterestingly, 
most of them included 17p- (15/ 19 AT diagnosis; 8/9 
during disease evolution). The less frequent combin­
ation was 11 q- and 17p-, only observed in 11 cases 
(4.8%) in the group with MA at t he moment of diag­
nosis and in 3 cases (2.8%) in the group with MA dur­
ing disease evolution (Figure 1). Detailed results of 
complex-FISH are shown in supplementary material, 
Table Sl. 
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Table 2. Mosaicism in cases with double abnormalities 
detected by FISH. Two different clones were considered with 
a difference of more than 10% of cells between each pair of 
abnormalities. 
Pairs of double abnormalities Number of cases 
13q- and 1 lq-
> 10% 13q- 15 
> 10% llq- 30 
Same clone 40 
Missing 8 
13q- and 17p-
>10% 13q- 30 
> 10% 17p- 6 
Same clone 31 
Missing 8 
13q- and + 12 
> 10% 13q- 10 
> 10% + 12 6 
Same clone 27 
Missing 3 
+12and17p-
> 10% + 12 16 
>10% 17p- 3 
Same clone 4 
Missing 1 
+ 12and11q-
> 10% + 12 4 
> 10% llq- 1 
Same clone 3 
Missing 4 
11q-and1 7p-
>10% llq- 7 
>10% 17p- 1 
Same clone 3 
Missing o 
Mosaicism in doub/e abnormalities 
No relevant differences in the mosaicisms levels of 
13q-, + 12 and/or 11 q- combinations were identified in 
order to ascertain the acquisition pattern of these 
abnormalities. On the contrary, in those patients with 
double abnormalities involving l 7p-, this deletion 
appeared as the minor clone in most of the cases, sug­
gesting 13q- or + 12 as earlier events whereas 17p- as 
a later genetic event (Table 2). Even among high-risk 
chromosomal alterations, 17p- was detected as the 
minor clone compared with 1 lq-. 
TTFT for patients with mu/tiple abnormalities at 
diagnosis 
The TIFT was examined in the 184 patients with MA 
at diagnosis and was compared with the 1501 patients 
from the control group with complete follow up data 
and FISH performed within 4 years of diagnosis. The 
median TTFT for patients with MA at diagnosis was 27 
months (CI 95%, 18-35). Figure 2(a) illustrates the TIFT 
according to the distribution of patients by FISH cat­
egory (MA, 13q-, + 12, 11 q-, 17p- and patients with 
normal FISH). TIFT for each subset of MA is summar­
ized in supplementary material, Table S2. lt is 
MULTIPLE FISH ABNORMALITIES IN CLL @ 5 
noteworthy that the group of patients with longer 
TIFT was the one including + 12 and 13q-, with a 
median TIFT of 53 months, while CLL patients w ith 
17p- and 11 q- on ly had 6 months. TTFT for patients 
with concomitant + 12 and 13q- was more similar to 
TIFT for patients with an isolated + 12 than to TIFT for 
patients with an isolated 13q- (Figure (2b)). 
OS for patients with mu/tiple abnormalities at 
diagnosis 
OS was also analysed in patients with MA at diagnosis 
and compared with the control group. The median OS 
for the entire group of patients with MA at diagnosis 
was 76 months (CI 95%, not reached) (Figure 3). Table 
S3 summarizes OS for each subset of MA. Within the 
group of patients with MA, the presence of 17p- in 
combination with any other alteration was associated 
with a shorter OS than the absence of this abnormality 
(not reached vs 58 months, p = .002) (Figure 4(a)). Of 
note, patients with complex-FISH had the shortest OS 
(34 months in cases with complex-FISH without 17p­
and 41 months in cases with complex-FISH with 17p-) 
followed by patients with 17p- plus one more 
abnormality (58 months) and patients with only two 
abnormalities excluding 17p- (not reached) (p = .01 ) 
(Figure 4(b)). 
Discussion 
With the aim to clarify the incidence and significance 
of MA in CLL, we made a retrospective search for 
cases with MA from the electronic database of the 
Spanish Groups of Cytogenetics and CLL, detecting 
323 cases with MA. To our knowledge, this is the larg­
est reported cohort of CLL cases with MA. The inci­
dence of MA altogether was 15.4%, consistent with 
previous studies, that reported MA in around 17% of 
CLL patients with the same 4-probe-FISH panel 
[16-18]. We observed that the distribution between 
MA detected by FISH was not random, with a selective 
association of 13q- with a high-risk FISH alteration 
(11 q- or 17p-) (Figure 1 ). Both combinations accounted 
for 58.2% of the cases. Of note, the second most com­
mon association was 13q- with + 12 (15.8%). A recent 
publication applying whole exorne sequencing techni­
ques found a low rate of co-occurrence between 13q­
and + 12, and after studying the temporal sequence of 
driver mutations, pointed out 13q- and + 12 as two dis­
tinct points of departure on CLL pathogenesis [13, 15]. 
We also observed a low proportion of cases with the 
association 13q- and + 12, although in light of our 
results these genomic aberrations do not appear 
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Figure 3. Overall survival of the 184 cases with MA at diagnosis compared to the 1501 patients without MA and FISH performed 
within the first 4 years of diagnosis. 
mutually exclusive. Our data confirm prior work 
showing 17p- and 11 q- as the most uncommon com­
bination (27]. 
lntra-tumor heterogeneity with different clones in 
the same tumor, as shown in Table 2, was present in a 
number of cases included in this study. The predomin­
ance of 13q- and + 12 clones in contrast to 17p- clone 
confirmed 13q- and + 12 as earlier events that could 
be followed by the acquisit ion of other secondary 
aberrations. In addition, we observed that in patients 
who acquired MA during disease evolution and had an 
available FISH test at the moment of diagnosis, 13q­
or + 12 were present in most cases (27/44) since 
diagnosis. 
Of note, the distribution of abnormalities was simi­
lar in the group of patients with MA at diagnosis 
and with MA during disease evolution, as well as most 
of their clinical and biological characteristics. We 
observed a Richter evolution in 1.7% of the cases with 
MA, an incidence a bit lower than previously reported 
(2- 7%) (28]; and less than what should be expected 
for a group of patients with dismal prognosis. Thus, in 
cases with MA, the incidence of Richter syndrome 
does not seem to be increased. However, this observa­
tion needs to be taken cautiously, as this incident 
might be underestimated in our database due to its 
multi-centric and retrospective nature. Of note, 4/5 of 
the Richter syndromes harbored a high-risk abnormal­
ity (17p- or 11 q-) accompanied by + 12, which is in line 
with previous publications [28,29]. 
For further analysis, we separated cases depending 
on whether MA occurred at the moment of diagnosis 
or they appeared during the disease evolution. As 
such, 63% of cases harbored MA since diagnosis and 
37% could be related to the clinical progression. 
We performed OS and TIFT analysis only in the 
cohort of patients with MA at the moment of diagno­
sis, in order to avoid the effect of treatments and clo­
nal evolution on outcomes and we compared these 
results w ith a control group that included patients 
with normal FISH, 13q- + 12 , 11 q- and 17p-. Our results 
showed a short TIFT (27 months) and OS (76 months) 
for the entire cohort of patients with MA, including ali 
subsets of double alterations and complex-FISH. These 
results suggest that MA in CLL entail a group of 
patients with poor outcome, since OS and TIFT were 
more similar to high-risk patients than to the rest of 
the cohort: 11 q- (OS, 85 months; TIFT, 15 months), 
17p- (OS 62 months; TIFT 15 months). However, given 
that the presence of 11 q-, 17p- and complex-FISH 
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comprised 84.1 % of the cases analysed (Figure 1 ), 
these findings are not surprising. 
Prior studies suggested that the coexistence of + 12 
and 13q- aggravates the prognosis of patients carrying 
13q- as a sale abnormality [30,31]. In line with this, we 
observed that TIFT for patients with this combination 
was more similar to TIFT of patients with + 12 and sig­
nificantly shorter than for cases with 13q- as unique 
abnormality[ (p < .001), Figure 2(b)]. 
The co-occurrence of 1 lq- and 17p- has been noted 
as a very poor prognostic feature, even worse than 
either 17p- or 11 q- [27). In our study only 11 patients 
had this double abnormality, and showed a poor out­
come, with the shortest TIFT (6 months). 
Finally, we tried to elucidate the outcome distinc­
tion between 17p- and a complex-FISH, as conflicting 
results have been published, albeit CK and 17p- have 
been related separately and consistently with a nega­
tive clinical impact in CLL. We observed that patients 
with a complex-FISH had the shortest OS followed by 
17p- plus another abnormality and two abnormalities 
excluding 17p- (Figure 4). Similar results have been 
reported recently in several series [20,32). 
One of the most important limitations of FISH-test­
ing is its inability to cover ali chromosome regions 
and therefore sorne cases with complex karyotype 
could have been ignored in this study. However, kar­
yotyping is not a mandatory test to perform in CLL 
patients according to current clinical guidelines [33) 
and therefore this information was only available in a 
limited number of patients from our database. Future 
work including this information is desirable. Further 
limitations include a bias towards treatment in the 
cases with MA during evolution, as treatment is one of 
the indications to request FISH testing, and the 
absence of /GHV mutation status information in most 
cases. 
In conclusion, we report herein the largest cohort 
of CLL patients harboring MA detected by FISH. We 
confirmed a significant frequency of MA in CLL. 
Double alterations are not randomly distributed, being 
the association of 13q- with 11 q- and with 17p- the 
most frequent abnormalities, while 11 q- with 17p- is 
the least common combination. Overall, MA entail 
poor prognosis when emerge at diagnosis, probably 
due to the high incidence of bad prognosis aberra­
tions such as 17p- and 11 q- and a complex-FISH which 
may be a reflection or a more complex karyotype. 
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7 ARTÍCULO 4: Hyperdiploidy as a
rare event that accompanies poor prognosis
markers in CLL
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J.-Á. Hernández, J. M. Hernández-Rivas
European Journal of Haematology, Volume 98, Issue 2, Pages 142–148, February 2017. 
El material suplementario al que se hace referencia en el artículo se encuentra en el Anexo C del
presente documento.
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The presence of chromosomal gains other than trisomy 12 in chronic lymphocyt ic leukaemia (CLL) is 
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presented with early Binet stages at diagnosis, six of seven (86%) shortly progressed. The median of time 
to the first therapy (TIFT) and overall survival (OS) for the pat ients with hyperdiploidy were short 
(1.4 months and 20 months, respectively). Moreover, comparing them with a control group of patients 
(non-hyperdiploid) with completed follow-up data, TTFT and OS of the patients with hyperdiploidy were 
significantly shorter than the control group. Conclusion: The presence of hyperdiploidy is uncommon and 
probably associated with poor prognostic markers in CLL. 
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Chrornosomal abnormalities detected by fluorescence 
in situ hybridisation (FISH) can be observed in more than 
80% of the cases diagnosed with chronic lymphocytic leu­
kaemía (CLL), being the most frequent 13q deletions 
(13q-), followed by llq deletions (llq-), trisomy 12 (+12) 
and 17p deletions (17p-). These alterntions have become 
one of the rnost important prognostic rnarkers of CLL, as 
they are able to divide patients according to a hierarchical 
risk model and can also be used for therapeutic decisions 
(1-4). Thus, 17p- entails lhe group of patienls with lhe 
worsc prognosis. Mutations of TP53 (locatcd on 17pl3) 
2016 John W1ley & Sons NS. Publ1shed by John W1ley & Sons Ltd 
doi 10.11 11/ejh.12812 
are detected in ~10% of patients with CLL at diagnosis 
(5, 6) and may or may not be accompanied by the dele­
tion of the other allele (7). Nowadays, the presence of 
TP53 abnormalities is the only biomarker that changes the 
treatment st.rategy, as these cases are usually resistant to 
conventional therapies (2). Trisorny 12 defines a heteroge­
neous group of patients with intermediate prognosis. Sev­
era! factors have been identified, such as the percentage 
of the trisomy, or the presence of additional genetic 
abnonnalities, to refine lhe out.come of lhese cases (8). In 
fact, additional trisomics to +12 havc bccn dcscribcd 
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before in CLL. usua1ly invo1ving clno1no1.1ornes l9 and 
18, with a specific clinical and biological profile (9J_ 
Although CLL is a gcnctically stablc discasc with 
relathely few g:cnomic abnormalíties in most cases (5, 6, 
lll-12), about 10--20% of patícnts present with genomic 
co1nplcxity, considered in n1ost studies a~-; the prcscnce of 
three or more abnonnalities. Co1nplex karyntypes in CLL 
have been sleadily related to poor prognosis (13-i.7). 
Hyperdiploidy i-~~ a V/e1l-krHY\~fn cytogenetic abnonnality 
not uncommon in sume haematolog:ical malignancies such as 
B acutc lymphoblastic Jcukaemia (B-ALL), multiple myc­
loma (MM) or acutc myelmd lcukacmia (AML). This phe­
nomenon is usually associated vvith a favourablc clinical 
01Li.come in MM and childhornl B-ALL (18. 19). However, 
vcry litllc is koown about lhc frcqucncy and prognostic 
in1plicatfrHts of hyperdiploidy iH CLL. In thi~ study. v.,re 
ob~erve the pre~enc-e of hypenlip1oidy ª" ;1 very infrequent 
cytogenetic abnormality in CLL that could be associated 10 
a dismal prognosis. 
Pat;ents and methods 
A rctrospcclivc rcvicw of l J'i9 conscculivc cases cfotgílm.ccl 
with CLL referred for FISH analysis to the Salamanca Univer­
sity Hospital. (Spain), bel\veen 2004 and 20J2~ ~/as caróed 
oul. Clinical and biological dala of CLL wilh hyperdiploidy as 
wcll as of a control group of 633 paticnts with CLL without 
chromosomal gains from the total of the analysed cohort werc 
co11ected. \Vrittcn infonned consent \vas obtained fro1n thc 
pa1ien1s before diagnosiic proceclures wcre pcrforrnecL 
FISH analyses 
lnterphase f lSH was performed on periphernl blood 
and/or bone marrow samples at the time of diagnosis and 
during follow up. For this purposc, commcrcially availablc 
probes for thc followmg rcg10ns wcn; used: l lq22/AT;\1, 
l2ql3. l3q34, 14q34fü3H and 17pl3!fP53 (Vysis/Abbott 
Co, Dcn,yners Gnne, JL USA) For pi•lieots with 14q34 
rearrangement" additional HSH sluclies inclucling 1 lq14/ 
RCLJ ami l8c¡2l!BCL2 to rnle out mantle cell ancl follicular 
lymphoma were carried out. M:ethods for FISH analysis are 
described elsewhere (20). Severa! studies m multiple mye­
loma u">ed PISII to assess hypenliploitly and de1non-;trated 
that hyperdiploid karyotypes were charactcrised by the gain 
of at kast two chrontosornes, ¡,,~ing this apprmich higltly 
spccifLc (18, 21). As trisomy 12 is a frcqucm abnonnality in 
CLL, we consi.<lered hypenliploidy as th" gaio of at least 
three of the five FISH prohes used. 
TP53 mutation status analysis 
The mutaüonal analysis by NGS \Vas carricd out in thc 
sevcn paticnts wüh hyperdiploidy. Genomic DNA "..vas 
Gonzrí.iez-Gascón v f\i1arín et al 
extracted and quantifled using a Qubit fJJ~A B.R Dssay k!1 en 
HS asrny kit (Life Technologies, Carlsbad, CA) and tested 
thc adcquatc quahty (22). 
Amplicon-based NGS was carried out to investigate the muta­
tional status of 11'53 ( exons 4- 11) gene. The ohgonucicotide 
dcsign was pt:rfonned as pmt of the IRON-n nctwork. lnfrmna­
i.ion ahout pri1ner i'.equences and 1he PCR condi1ion~ has heen 
previously descrihed !"isewhere (:?.3). The amplicon libraries 
\~/ere sequenced on a GS Junior p1atfonn (1l54 Life Sciences, a 
Roche company, Branford, CT, USA), according to the manu­
facturer' s instructions by using: the ~ 54 'fitanium amplicon sys­
tcm (Roche Applicd Sc1cnce, Pcnzberg, Gcrmany). 
The n1edian nun1ber of rcads ·\vas 1328 1201~3919], allo\v­
irtg variants i.o he identifie,d 'lown to a detection li1nlt of 2% 
(24) 
Statistical analysis 
Stat1stical analysis was pcrformcd using SPSS 21.0 software 
package (SPSS, Chicago, IL. VSA). The Fishcr's cxact and 
Mann--Whitney tests wcre pcrfom1ed for categorical and 
quantitativc variables, rcspectively. ()vcrall sw·-vival (ClS) 
ancl tünc to firsi thcra_py (TTFT) \V·crc cstünatcd by thc 
Kaplan-Ivleier rnethod, OS was calCLilated from 1he time of 
diagnosÜ; and fro1n 1he tinte of hypenlipki1dy to death or 1a~1 
follo\v-up visiL TTFT \vas calculated as the interval belv,.reen 
diagnosis and the start of firnt line treatment. Univariate sur­
víval analysís was carried out with the Iog-rnnk test and 
multivariate analysis with the Cox regrcssion model. Statisti­
cal sig11i1ícance \\;is dciined as P < ()_())_ 
Results 
Pafümt cha•·acteristics 
Sevcn cases with hypcrdiploidy were idcntificd out of the 
1359 paticnts w1th CLL (0.51 'fu), referrcd for evaluation by 
FISH. Fi\.~e ca::;es (cases nº 3 -7) prcscntcd hyperdiploidy nt 
diagnosi~; the other two (case, n° J and 2) dtning disease 
evolution and after having recelved treatment with chloram­
huciL Patient ch<uac1e1isi:ics me surnmarised in Table L Fom 
patients (579:b) \Vere female, and the- median age at diagnosis 
\Nas 74 years old (range 63-86). The median \vhite blood 
cell coun1 at the 1in1e of c1iagno.;;i-.; wa.;; 16 x -109/L (range'., 
7 -67). No significant anaemia or thrombocytopenia was 
detected io any case ai diagoo;-is. lt is notewortlty tlwt the 
irmnunophcnolypc of thrcc of rhc scvcn cases suggcstcd thc 
diagno~j~ of atyp_icaJ CLL. Seruro J .. DH and fi~ nticrog1.obu-
1in 1eve1s at diagnosis were high in 57c{: (4í7) and 299é· of 
the cases (2/7), respectively. Three of seven (43%) patients 
presented with splcnomegaly and hcpatomegaly and 29% (2Í 
7) vnth more than three cnlargcd lymph nodc regions. The 
presencc of B :.;yn1pto1ns vvas dctcctcd in 2<yx_i (2/7) of the 
cases. Of note, at the ti rne of diag11osi~~ 1nos1 cases vvere 
2016 .... 1ohn VVi!ey & Sons A./S. Publ1shec hv John \tViley & Sons L:d 
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classifled as earJy stages accordin¡j to Bioet cJassifica1io11 
(stage 1\. 57o¡[J (íüur cases); stage H 29t/ó (t'NO cases); stage 
C 14o/o (onc case)). lGlíV mutation status \Vas availablc in 
four of the sevcn cases being ali of them classitied as unmu­
tatcd pattcrn. 
In co1nparJson \~i]th the p(tt1ents with non-hypcniJp!oid 
CLL (control group), cases with hyperdiploidy :;J1uwed lower 
levels of haemoglohin (P = 0.03), higher levels of LDH 
(P ~O.O!), more advanced Rai stage (P ~ O.OJ) and more 
hepatomegaly (P ~ 0.01). Although not statistically signiti · 
cant, a trcnd in oldcr age and unmutated JGH1/ pattcrn was 
also obscrved in cases w1th hypcrdiploidy (Table 1). 
FISH find!ngs 
Resides hyperdiplt>idy, additional chromosornal abnormaiities 
were dt-':tected j¡i_ four (.57%) o_f !he patients !JLc1-11ding: 17p­
(nvo cases), 1 lq- and f!'3i-J alrerati(~n (one case), and 13q- and 
Tab!e 1 Cl:nica! and b:olo,;J:cal charnctcristic::; o~ patient::; vvith 
hyperoip!oidy nnd +hA cnmpí-líat1vP analys1s vv1th pat1ents vvith 
non-hyperóipioid cu_ í'.controi group) 
i\ge, yea:s 
Median (r;onge1 
Sex 
~1alo/Femalo N (%) 
VVhi:e bboc cc!I 
coun1(x109/1..J 
Median (rnnge) 
f :eomoqlobin (g/dU 
',1eciinn (r"lnge¡ 
Pld celet cUU!h (x 109/L) 
Medidil (ídnge) 
1-Cigh LDH lsvsl N 1%1 
t-iigh !32 microg!oh1iiin 
IP.vAi N ("'Yn:r 
SplGnornegalv N 1%1 
1-CopJtomcgoly N (%) 
'.:"3 enlarg8d node 
regions N (%) 
B symptoms N (%) 
Binet stege N (%) 
A 
D 
o 
2 
4 
Mutational status /V (9,ó) 
\1ct3'.ed 
Cosos w:th 
hyr:;mdiploidy 
(/V o 7) 
74 (6'.3-86) 
3 (40)/4 (60) 
16 {7-67) 
Control group 
(l\/ ·=" 633) 
67 ('.>5-100) 
p 
o 06 
412 (GG)/221 (3G) 0.2 
18 (5-96} DA 
12.6 0.5-~!4.8) ~!4.2 rA--!9J ()((l 
181 (141 -2371 
11 11: ... ·11 
"-+ \V>'í 
3 (43) 
3 (43) 
2 {20) 
11 lf:7\ 
"-t \Vií 
2 129) 
\ í •+í 
4 {57) 
1 ("! 1L) 
1 ("!4) 
4 {57) 
o (0) 
4 !1()()! 
185 (113 -587) 
88 (11!-) 
101 (10) 
49 (8} 
117 !19! 
55 m: 
491 (78) 
98 (1GJ 
37 (G) 
367 (f:iO! 
123 (20l 
82 (1J} 
21 !'.l) 
23 í'4} 
169 (5'.3) 
O,G 
ü.01 
o ij 
o 09 
O.O! 
OA 
0.1 
0,1 
O.O'! 
0.05 
i:,, 2016 ...iohri \/\/iiey ('\.t Sons A/3 .. Pubii!->hed bv John VViiev r':x So1·1s Lrd 
Hvperdipioidy in CL L: n rare entitv 
!GH ddetion (one ca~e), Detailed FISH results are shown in 
Table 2. In addition, a higher percentage of cases with l 7p­
was obscrvcd m thc hypcrdiploid group of patlcnts than in 
thc non-hypcrdiploid group (P ~ ü.04), wíthout statistically 
ditferenccs among thc othcr rccurrcnt CLL cytogenctic altcr­
ations (Table 3 ). V'le excludcd cases wi1h lrisornv 12_ as it is 
observed in all cases \liith hypenliploicly. 
TP53 mutational status 
Only one patient (case n" 7) showed a míssense TP53 muta­
tion (c.613T>G; p. Y20SD) with a mutationa1 burden ot 
95%. Th1s vanation vrns prcviously dcscribcd as a mutation 
in thc COSMIC databasc (COSM43844). This TP53 mutatcd 
l;ase did ool shO'W' J 7p deletion. 
Time to first therapy 
Six of the seven patients 'Nith hyperdiploidy (86%¡ required 
treatment during follow-up. Interestingly, a s1gmficantly 
Table ~ fJet8.il8d ·fluorescence in sltu hybriciisation (FiSH) r·e~tilts for 
each ciJse &nd resul"Ls frorn TP53 rnutcr~ion anaiysis 
~.'u'nbw of 
chromosomes Other F!SH 
w:th '.he FISfl obnorn-wl:t:cs 
panel (9'0 of 
cel:s \1\.:ith 
Case Tirne poirit he gain) 
(9'6 of celis 
vvith the 
ubnommlityl 
!)ro,;Jrcssion 3n {23cXJ); 
4n (60ºh\ 
2 Progr"e.ssiori 3n p-J¡;)¡ 
3 Diagnosis 3n (35o/v) 
4 Oingnos:s 3n So/0} 
" 
Dingnosis 3n i'.~:~(10;i; 
4n (141'()) 
6 Diagnos!~ :3n (20'%} 
7 
17p- (759-Q) 
17p (74%1 
11 q- (36%! 
m1d IGlj 
re&r:-nngemer;t 
(53%) 
l3q- (13%) 
<J11J ICH 
de!eton 
(19%) 
TP53 mutational 
status 
~Jon-mutated 
~,Jon-rnutated 
Non-mutated 
hlon-rnutated 
t~on-rr1u1ated 
rv1issense 
rnuta~ion 
(%%) 
Table 3 Cornpacison botvv•aen FISH abnor,11alitios in t!'"h3 group with 
hyperdiploiciy and the control group 
Casss vvi~h 
FiSH abnoírnality 1 hyperdiploidy (º' \ 'º, Conlrol group (º' \ 'º' F' 
!:3q ' (14) 28'.:i (46) 0.09 
1 lq-
' 
!14) /fi 1121 0.6 
17p- 2 (28) 30 (5) 0.04 
:CH 3bnormdtos 2 (29) 38 (6) 0.06 
1lrisomv ·12 vva-s excluded from thR corripari-son c:Jf. 1n the hvper­
diploidv group is universfll 
3 
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shorter TIFr was observed in patients with hyperdiploidy 
than in patients with CLL without this phenomena ( l month 
CI 95%, 0.1-1.8 vs. 63 months CI 95%, 53-73; P = 0.03) 
(Fig. lA). Most treated patients with hyperdiploidy (4/6, 
66%) required two or more chemotherapy therapies (median 
3, range: 1--4), due to refractotiness or relapse. Median dura­
tion of response to first line treatment was 7 rnonths (0- 36) 
for this subgroup. 
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Figure 1 Survival analysis according to Kaplan-Meier method for (Al 
time to first therapy in the group of pat ients with hyperdiploidy and 
the control group. (8) Overall survival from diagnosis in the group of 
patients with hyperd1ploidy and the control group. 
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Other significant prognostic variables for TIFr in the uni­
variate analysis for all the patients with clinical data 
(n = 640) wcrc as follows: high LDH lcvcls (P < 0.001), 
high ~2 rnicroglobulin levels (P < 0.001), hepatomegaly 
(P < 0.001), splenomegaly (P < 0.001), >3 nodal sites 
affected (P < 0.001), Rai (P < 0.001 ) and Binet (P < 0.001) 
stages, B symptoms (P < 0.001), mutational status 
(P < 0.001) and 17p- (P < 0.001) (Table SlA). In the multi­
variate analysis, rnutational status (P = 0.001 ), advanced Raí 
stage (P = 0.007), B symptoms (P = 0.001), hepatomegaly 
(P = 0.001) and >3 nodal lymph nodc arcas affcctcd 
(P < 0.02) rernained significant (Table S2A). 
Overall survival 
With a median follow-up of 66 months (6--115), fi ve 
patients with hyperdiploidy have died due to disease pro­
gression (three cases), infecüon ( one case) and cardiovascu­
lar disease (one case). Median OS from the time of 
diagnosis in the group of patient~ with hyperdiploidy was 
significantly shorter than in the control group, being respec­
tively 66 months (CI 95%, 0- 174) and 147 months (CI 
95%, 124--169) (P = 0.018) (Fig. lB). It is noteworthy that 
OS from the time of hyperdiploidy acquisition was even 
shorter, 20 months (CI 95%, 16-24). 
1n lhe univariale analysis for OS, lhe olher significanl 
prognostic variables were high LDH levels (P < 0.001), high 
~2 microglobulin levels (P < 0.001), hepatomegaly 
(P = 0.005), splenomegaly (P < 0.001), >3 nodal sites 
affected (P < 0.001), Rai (P < 0.001) and Binet (P < 0.001) 
stages, B symptoms (P < 0.001), mutational status 
(P < 0.001) and 17p- (P < 0.001) (Table SlB). In the multi­
variable analysis, only high ~2 microglobulin levels 
(P < 0.03), Rai stage (P = 0.01), 17p- (P < 0.001) and 
mutational JGHV status (P = 0.002) rcmaincd as significant 
prognostic markers (Table S2B). 
Discussion 
Cytogenetic abnormalities detected by FISH have become a 
key prognostic factor in CLL and are widely used in clinical 
practice nowadays, even fur treatment selection (25, 26). 
The most frequent abnormalities, observed in around 80% of 
the patients, include 13q-, + 12, 1 lq- and 17q-. These alter­
ations can explain the clínica] heterogeneity of CLL (1). 
However, little is known about the incidence and meaning 
of othcr altcrations lcss prcvalcnt such as hypcrdiploidy. To 
our knowledge, it has scarcely been rnentioned befare in 
two case reports, and in both associated with poor prognosis 
(27, 28). For this purpose, we conducted a retrospective 
study to find out the incidence and clinical significance of 
this alteration in CLL. 
We confirmed that hyperdiploidy is a very rare event in 
CLL, as we found it in less than 1 % of the large cohort of 
© 2016 John Wiley & Sons N S. Published by John Wiley & Sons Ltd 
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n1ses analysed in 011r s1wly. Tbe incidence (lf hyperdiploidy 
in CLL has not been detern1ined before. In this study, 'Ne 
prcscnt thc rirst publishcd cohort of CLL cases with hypcr· 
diploidy, allowing us to charactcrise patients with this alter­
atmn bctter than m previous rcports. Scarce reports on this 
topic suggested 1hat whcn hyperdiploidy appear,; in CLL it 
entails bacl prognnsis, in cnntrast to what happens in oí.her 
e111ities snch as mnltiple myelorna (MM) (J 8). Ot•r data are 
also in line with these ,;uspicions, poiming out that hyper­
diploidy could confer an aggressive dinical course to CLL, 
despite most of the cases wcrc labclled as carly stages 
accordmg to Bmet classification. We found that most 
patients wíth hypcrdiploidy (86%) needcd trcatmcnt with a 
Ycry short TTFT ( L4 ntonth~), s1r;niiictm1ly slHn1er than 1he 
coni1·0] group. In addition, short trca1racnt responses (1nc­
clian, 7 mornhs) and a high need for sequení.ial limos of treat­
ment (mediar\ 3) \.vere not1cecl V..!e al~o observed a shorter 
OS from the time of diagnosis (66 months), but even vvorse 
from the moment of hyperd1pl01dy acquisition (20 months). 
We observed that hypcrdiploidy appeared during diseasc 
evolution and aftcr spccitic treatment for CLL m 29%. 
Unfórtunately, due lo the srnall proporlion of case:; with thi:; 
abnormality, we could not assess whether 1be negative pro8-
nosüc course of these cases was caused by hyperdiploidy or 
as a consequence of c1ona1 ~volution. _Ho,vever, xnost of 1.ht! 
cases with hyperdiploidy had not any treatment for CLL 
befare this aberrat1on occurred. 
Of note, all CLL wlth gains and an availablc mutational 
status analysis showed an /GH1/ unnmtatcd status, a wcll­
defined bJd progno~·ds abnorrnality in patients \~.1lth CLL, A 
clear association between hypenliplnidy and mutation sta!us 
co11l1l not he confinne<l iu comparison with !he control 
group, probably due w the scarce number of patients with 
hyperdiploidy. However, a trend of a significant association 
was obscnrcd (Table l, P ~ 0.05). In addition, other cytogc­
nctic abnormalitics wcrc also obscrvcd m 57'k of thc cases, 
bcing rnost of thcm with high-rir,k HSH abcrrations. 17p­
arnl ltypeHliploidy concmred in 29% of 1he cast''·· in a 
higher percentage than the control group (5%, P = 0_04, 
Table 3) 29)_ TP53 abnonrn1lities repre:,en! :,trong p!'edi,:­
Lors of poor surviv<>J (30, 31). Of nole, TP53 mulaüonal 
screening revealed that one parient wirhout 17p hada TP53 
mutatwn in the group of paticnts with hyperdiplmdy. Unfor­
tunately, a TP53 analysis could not be performecl to the con­
trol group. Therefore, three of scven paticnts with 
hyperdiploidy showed TP53 disruption_ Losses in l 7p and 
TP.53 n1utations have been reported as a late gene!lc alter­
ation in palhogenesis of CLL (10). Inlerestingly, we saw 
these clones appear as the predominant clone in our cases 
with hyperdiploidy, suggesting that they could be an earlier 
evcnt than hypcrdipl01dy. lhcrcforc, hyperdiploidy could be 
explamcd by thc genomic instabifüy that occurs as a consc­
qucnce o[ TP53 loss (32~ 33). The associaüon of hypcr­
diploidy V1.iÜh thcsc high-risk features is consistcnt with 1hc 
i:,, 2016 ...iohri \/\/iiey ('\.t Sons A/3 .. Pubii!->hed bv John VViiev r':x So1·1s Lrd 
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poor cliuical ol\!crnne ohserved m !he patieots included t!l 
our study. However, due to the low representation of 
patlcnts with hypcrdiploidy ir1 th1s study, wc could not 
cxclude that thc bad prognosis obscrvcd is confounded by 
thcsc poor risk biomarkers. Thus. thcsc tindings necd to be 
takcn cautiously, and furlhcr studies 1,vith more ca:;c:;_ prcfer­
ably in a pmspeclive setting are neecled_ 
The results of this sindy nre limited by 1he absence of a 
convem!onal cytogenetic analysis along with FISH. 10 con­
firm triploid or tetraploid karyotypes. This test was not per­
formcd in our cohort of paticnts, as it is not generally 
rccommendcd in currcnt CLL guidelmes (34). In any case, 
wc considered hypcrdiploidv in these cases due to the con­
curn~nce of the saine 8ains in diffcrcni chron1oso1ncs. 
.Anothcr lin1itation is thc prcscncc of additional altcJations in 
four of the seveH cases. Ho\\reveri ooly t\\'O cases contaiJLed 
lwo other ahnorm;1litief'. in addition to hyperdiploidy Unfor­
tunarely, 've could not ensure that the bad prognosis of these 
cases was causcd by hyperdiploidy, or gcnomic complcxity. 
Neverthclcss, in CLL it is unclcar whethcr numcrical abcrra­
tions c.hould be countcd as an unfavourablc prognostlc mar­
ker _in cornplcx k~nyotypes (9). Ac.ldilionaJ studies are oeeth~d 
inclwling karyn1ypes preferably wi1h new techniq11es to 
clarify these findings. 
ln 1he light of onr results, we can sum 11p 1ha1 hyper­
diploidy in CLL is a rare event. CLL patients with this 
abnormality frequcntly display negative prognostic factors 
such as TP53 dismption suggcsting that hyperdiploidy may 
confer poor prognosis. 
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La LLC es una enfermedad muy heterogénea tanto clínica como biológicamente.
Indudablemente, el estado mutacional del gen IGHV y las alteraciones citogenéticas
detectadas por FISH se han consolidado como dos de los factores pronósticos más
relevantes, pues son capaces de estratificar a los pacientes según el riesgo de progresión de
la enfermedad (96,97,126). De hecho, a día de hoy, la FISH es una de las pruebas
recomendadas antes de iniciar tratamiento en todos los pacientes, y cada vez hay más
evidencia de que el estado mutacional también se debería realizar como factor pronóstico y,
posiblemente, en la elección de tratamiento (9,100).
En los últimos 20 años, se han publicado muchos trabajos que confirman el valor
pronóstico de la FISH y del estado mutacional de IGHV, y que identifican algunas
particularidades de subgrupos de pacientes al utilizar estas técnicas. Sin embargo, aún
quedan algunos aspectos que son objeto de controversia o que no se han estudiado más
ampliamente. Además, actualmente nos encontramos en un momento de expansión y
renovación del arsenal terapéutico, tras la incorporación de los nuevos tratamientos dirigidos
a nuevas vías de señalización del linfocito B, y de la aparición de nuevos anticuerpos
monoclonales u otros tratamientos basados en la biología de la enfermedad (79,80,83,86– 
88). Las alteraciones citogenéticas determinadas mediante FISH y el patrón mutacional de
IGHV se utilizan en la actualidad para la toma de decisiones terapéuticas y, en consecuencia,
su mayor conocimiento podrá ayudar a dar un paso más hacia la medicina personalizada. En
este contexto surgieron las preguntas a las que pretende responder esta Tesis Doctoral: la
primera parte se centra en el estado mutacional de IGHV, y la segunda, y más extensa, en la
FISH.
Para el primer bloque de esta Tesis, se dispuso de una base de datos de pacientes con
LLC procedentes de la región central y del noroeste de España. En ella se analizaron el
estado mutacional de IGHV, cuáles son las familias VH más frecuentemente utilizadas, su
asociación con alteraciones citogenéticas, con otros factores pronósticos y con la SG y el
TPT. Como se ha mencionado en la introducción del presente trabajo, las familias VH tienen
una asociación geográfica particular, probablemente por predisposición genética y/o
exposición a antígenos ambientales concretos. Diferentes publicaciones han documentado
las preferencias de familias VH en distintas regiones geográficas (Ucrania, Argentina, China,
Italia o Escandinavia, entre otros), y su asociación con características clínicas y biológicas
específicas (107,111,179). En nuestro entorno, las características de las familias VH no se
habían descrito previamente, por lo que se decidió efectuar su análisis en una serie
representativa de pacientes de las regiones del centro y noroeste de España. 
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8. Discusión general
En la segunda parte de esta Tesis, se plantearon varias preguntas relacionadas con las
anomalías genéticas observadas mediante FISH en pacientes con LLC. Nuestro grupo de
investigación ha sido uno de los pioneros en demostrar que el porcentaje de células con
pérdidas en 13q y 11q tiene valor pronóstico, ya que identifica subgrupos de pacientes con
diferente curso clínico (139,145). Además, otros grupos han confirmado estos hallazgos
incluso en los enfermos con 17p- (138,146,166). Sin embargo, en el caso de la trisomía del
cromosoma 12, un subgrupo de pacientes especialmente heterogéneo, no existía evidencia
previa de la importancia del porcentaje de células con esta alteración en el curso clínico. Por
tanto, se seleccionaron los casos con +12 de la base de datos del GCEGCH y GELLC. Una
de las observaciones de este trabajo fue que había pacientes con +12 que presentaban además
alteraciones adicionales por FISH. De hecho, en la práctica clínica habitual no es infrecuente
encontrar enfermos con más de una alteración, lo que genera incertidumbre acerca del
comportamiento de estos casos. Por otra parte, cada vez existe más evidencia del impacto
clínico que ocasiona el cariotipo complejo en la LLC, al seleccionar un grupo de pacientes
de riesgo muy alto (175,178). A la luz de estos hallazgos se analizó cómo son los pacientes
que presentan más de una alteración citogenética por FISH, y para ello se identificaron los
casos con más de una alteración de la misma base de datos del GECGH y GELLC.
Por último, en la base de datos utilizada en el primer trabajo de esta Tesis Doctoral, se
objetivó que, de forma excepcional, había casos con ganancias cromosómicas en la mayoría
de las sondas FISH utilizadas, lo que podría equivaler a un cariotipo hiperdiploide. El
cariotipo hiperdiploide es una alteración conocida en otras patologías hematológicas como
el mieloma múltiple, la leucemia aguda mieloblástica y linfoblástica. Es bien sabida su
relación con un pronóstico mejor en aquellos pacientes con mieloma y leucemia linfoblástica
(180,181). Sin embargo, en la LLC, hasta la fecha, esta alteración se ha documentado de
forma muy excepcional, únicamente en dos publicaciones anecdóticas, y en ambas asociado
con pronóstico deletéreo (182,183). Por tanto, se realizó una búsqueda en la base de datos
de pacientes con LLC del Hospital Clínico Universitario de Salamanca, que analiza muestras
de múltiples instituciones, con el objetivo de revisar la frecuencia, características clínicas y
pronóstico de este subgrupo de enfermos.
A continuación se expone una discusión detallada de cada trabajo de los que se compone
esta Tesis Doctoral.
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8.1. El estado mutacional de IGHV en una cohorte de pacientes de la región central y noroeste de España
8.1 El estado mutacional de IGHV en una cohorte de pacientes de
la región central y noroeste de España
Los enfermos con mutaciones somáticas en IGHV presentan buen
pronóstico
Las mutaciones somáticas en IGHV se detectan en aproximadamente el 50% de los
pacientes con LLC y dividen dos subgrupos con diferente curso clínico (42,64,96–99). En el
primer trabajo de esta Tesis, que incluía pacientes con LLC de la región central y noroeste
de España, se observó que el 56% de los sujetos tenían un patrón mutado en IGHV, y el 44%
restante patrón no mutado. Estos porcentajes se obtuvieron al establecer el punto de corte en
el 98% de homología con respecto al gen más cercano de la línea germinal. Esta proporción
es similar a la documentada en otros estudios realizados en países occidentales (97,108). El
punto de corte de 98% es el estándar, y, entre otros, el recomendado por el grupo ERIC
(European Research Initiative on CLL), ya que es el que más ampliamente ha demostrado
diferenciar subgrupos pronósticos. Aun así, persiste cierta controversia sobre cómo
considerar a los casos límites entre 97-97,9%, puesto que el grupo inglés ha publicado que
algunos de éstos podrían comportarse como no mutados (184).
Nuestro estudio también confirma el valor pronóstico del estado mutacional de IGHV.
Los pacientes con perfil mutado fueron los que mayor supervivencia y mayor tiempo hasta
recibir tratamiento tuvieron (Figura 2, capítulo 4). Este hecho se pudo confirmar con el
punto de corte de 98% de homología pero también con el de 96%. Así, un meta-análisis
reciente en el que está incluido nuestro artículo, ha puesto de manifiesto el gran beneficio en
la SG y en el tiempo hasta la progresión (TP) en los pacientes mutados (mediana de SG entre
17,9 y 25,8 años y de TP entre 9,2 y 18,9) frente a los pacientes no mutados (mediana de SG
entre 3,2 y 10 años y de TP entre 1 y 5 años) (100). En la actualidad se considera que el
poder pronóstico del estado mutacional de IGHV es de gran relevancia. Recientemente, se
han publicado algunos trabajos que confirman que los pacientes con perfil mutado tras
tratamiento con FCR, consiguen alcanzar una meseta en las curvas de TP y SG a largo plazo.
Esto ocurre, sobre todo, en los que consiguen una EMR negativa, lo que permite especular
incluso con la posible curación de algunos de estos enfermos. Por todo ello, la
inmunoquimioterapia con FCR se ha consolidado como tratamiento de primera línea en los
pacientes menores de 65 años y buen estado general, fundamentalmente con perfil mutado
(185–187). Por otra parte, otros estudios han demostrado que los pacientes con perfil no
mutado responden igual de bien a inhibidores de BCR o de BCL-2 que los mutados, con
resultados mejores que la inmunoquimioterapia, lo cual podría situar a alguna de estas
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8. Discusión general
moléculas como preferibles en el tratamiento de primera línea en los pacientes sin
mutaciones somáticas en IGHV (105,188). Por consiguiente, conocer el estado mutacional
de los pacientes jóvenes con LLC no solo aporta información del pronóstico que van a
presentar estos pacientes, sino también acerca de cuál es la mejor opción terapéutica para
ellos.
La distribución de familias y segmentos VH es heterogénea según la
zona geográfica y existe una relación entre determinados segmentos VH
con el estado mutacional y el pronóstico
Los linfocitos de la LLC tienen un uso preferencial por algunas familias y segmentos
génicos de la región VH, de modo que las familias VH1, VH3 y VH4, y los segmentos VH1­
69, VH2-23, VH3-07 y VH4-34 son los más frecuentemente utilizados. Además, algunas
familias y segmentos génicos se asocian característicamente con: (a) una distribución
geográfica heterogénea, (b) patrones no mutados o mutados según la familia VH y (c)
características particulares de la LLC (97,108,109).
En cuanto a la distribución geográfica, se ha visto que en los países occidentales las
familias más usadas son la VH1 y la VH3, mientras que en los países orientales la VH3 y
VH4 (108–110). En esta línea, en nuestro estudio las familias y los segmentos más frecuentes
fueron: VH3 (49,5%), VH1 (25,5%) y VH4 (10%) y, más específicamente, VH3-30 (10%),
VH1-69 (9,7%), VH3-23 (8,8%), y VH4-34 (8,3%). Las teorías que explican estas
diferencias territoriales se basan no solo en el trasfondo genético según las razas o etnias,
sino también en la existencia de diferentes antígenos ambientales que seleccionan usos
preferenciales por familias VH en los diferentes países (107,108).
Dentro de la familia VH3, los segmentos más utilizados en los pacientes de nuestro
estudio fueron VH3-30 y VH3-23, mientras que VH3-7, VH3-11 y VH3-21 se observaron
en una proporción baja de sujetos. En los enfermos que utilizaron VH3-30 no se encontraron
preferencias por el estado mutacional ni se correlacionó con el pronóstico. Sin embargo, el
uso de VH3-23, y VH3-7 se asoció con el patrón mutado, aunque no se pudo relacionar con
el pronóstico. Estos hallazgos son acordes con publicaciones previas (110,114), si bien el
valor pronóstico de VH3-23 es controvertido. Parece que dentro de los pacientes con
mutaciones de IGHV puede separar un subgrupo de peor pronóstico (189), aunque otros
estudios no lo han confirmado (114). En los pacientes de nuestra serie, se observó una
tendencia a una SG peor (P=0,069). El uso de VH3-21 se evidenció en el 3,2% de los
pacientes, lo que no es sorprendente, pues ya se sabe que es más infrecuente en las regiones
del sur de Europa. Además, se relaciona con el perfil IGHV mutado pese a ser un marcador
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8.1. El estado mutacional de IGHV en una cohorte de pacientes de la región central y noroeste de España
consolidado de mal pronóstico. De hecho algunos estudios consideran los casos de LLC con
VH3-21 como una entidad independiente (190). Aunque se observó una tendencia a un
menor TPT (P=0,07), en nuestro estudio no se pudo confirmar el mal pronóstico de este
marcador, probablemente por la escasa representación de este gen en las poblaciones
mediterráneas. Por último, a diferencia de los demás miembros de la familia, VH3-11 se
asoció con el perfil no mutado en todos los casos, y con alteraciones citogenéticas de mal
pronóstico. Además, de forma novedosa, en este subgrupo se evidenció una SG peor
(P=0,0025). Estos hallazgos deberían interpretarse de forma cautelosa por el escaso número
de pacientes con VH 3-11 incluidos, aunque son los esperados para un subgrupo con perfil
no mutado.
En cuanto a la familia VH1, VH1-69 fue el gen más utilizado (9,7%), y en la mayoría
de los pacientes presentó un perfil no mutado (18/21). Además, se asoció con unos TPT y
SG más cortos (P=0,002 y P=0,021, respectivamente) y una incidencia mayor de segundas
neoplasias. Todos estos resultados son similares a los publicados en poblaciones
occidentales, sobre todo en pacientes mediterráneos y ucranianos (108,179).
La familia VH4 se ha relacionado con casos de LLC mutada. En nuestro trabajo se ha
confirmado este hallazgo, así como un mayor TPT (P=0,001). Además, el gen más usado
dentro de esta familia fue el VH4-34, también acorde con lo publicado previamente (191).
Por último, al igual que en otros estudios, independientemente de la distribución
geográfica, se encontró una representación escasa de las familias VH2, VH5, VH7, y
ausencia de la familia VH6 (111). Sin embargo, como hallazgo novedoso, se observó que
VH5-51 fue el gen mayoritario en la familia VH5 (8 de 9 pacientes). Todos los pacientes
que lo presentaron eran varones y tuvieron un TPT más corto (P=0,01) y una tendencia a una
SG peor (P=0,057). Dos estudios realizados con pacientes mediterráneos (108) y serbios
(114), han puesto de manifiesto también el uso de este gen en torno a un 2% de sus casos.
En ninguna de estas dos publicaciones se detectó una relación con el pronóstico en esta
familia. Por tanto, se necesita la publicación de información adicional para confirmar el valor
pronóstico de esta región génica, aunque nuestro trabajo sugiere que se trata de un subgrupo
de riesgo alto.
Las alteraciones citogenéticas de buen pronóstico se asocian con
mutaciones en IGHV y las de mal pronóstico con perfil no mutado
En la mayoría de los estudios, el perfil mutado se ha relacionado con otras
características de buen pronóstico como la 13q-, mientras que los casos no mutados se
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8. Discusión general
asocian preferentemente con 17p-, 11q- y +12 (169,192,193). Por otra parte, existe evidencia
de que el estado mutacional subdivide también grupos pronósticos en los pacientes con una
misma alteración, como ocurre en las pérdidas de 13q, 11q, 17p. Estos hallazgos no se han
confirmado en los enfermos con +12 (194). En nuestro estudio se evidenció que los casos
sin mutaciones somáticas se relacionan con alteraciones citogenéticas de mal pronóstico
como la 11q- o la 17p-, y la 13q- con casos mutados. En el caso de la +12, estos pacientes
tienen característicamente un pronóstico intermedio, aunque se asocien con patrón no
mutado de IGHV. Como se verá en la siguiente sección de la discusión, la asociación de +12
con perfil no mutado se detectó en este primer trabajo y en la siguiente publicación que
compone esta Tesis, en la que se incluyó una muestra más amplia de pacientes con esta
alteración.
8.2 Características de los pacientes con LLC y trisomía del
cromosoma 12
Tal y como se acaba de mencionar, los pacientes con LLC y +12 se han considerado
clásicamente como un subgrupo de pacientes con pronóstico intermedio (126). A día de hoy
se conoce que esta alteración se puede considerar favorable en ausencia de otros marcadores
de mal pronóstico (65). El hecho de que algunos de los sujetos con LLC y +12 se asocien
preferencialmente con marcadores de mal pronóstico como NOTCH-1 o la ausencia de
mutaciones en IGHV, hace pensar que se trata de un subgrupo de pacientes muy heterogéneo.
Por otra parte, se ha demostrado que existe heterogeneidad clínica dentro de otros
subgrupos citogenéticos. Por ejemplo, en las deleciones más frecuentes (13q-, 11q-, 17p-) el
porcentaje de las pérdidas es capaz de dividir pacientes con diferente evolución clínica
(139,146,166). Bajo estas premisas se decidió investigar las características de los individuos
con +12, así como la importancia del porcentaje de la trisomía en el pronóstico. Para ello, se
utilizó la base de datos del GELLC y GECGH, y se identificaron los casos con +12. Se
detectó esta anomalía en el 13,9% de los pacientes. Las medianas de SG y de TPT en los
casos con +12 fueron de 129 meses y 42 meses, respectivamente. Estos resultados están en
la misma línea que lo descrito previamente en la literatura, que sitúan la incidencia de la +12
en torno al 15%, y las medianas de SG y TPT en 111 meses, y 32 meses, respectivamente,
lo que hace que nuestra cohorte sea válida y representativa (126).
Las características clínicas de los pacientes incluidos también fueron similares a las de
otros estudios. Se encontró que los enfermos con +12 tenían una mediana de edad de 68 años
al diagnóstico, con un predominio de varones, y una mayoría de casos con estadios
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8.2. Características de los pacientes con LLC y trisomía del cromosoma 12
tempranos de Binet, carga linfocitaria baja, niveles normales de B2M, ausencia de CD38 y
de organomegalias. Además, se detectó un predominio de casos con perfil no mutado, como
es de esperar en los pacientes con LLC y +12.
De forma simultánea a la publicación de nuestro trabajo, el grupo de la MD Anderson
Cancer Center comunicó los resultados de una serie de 250 pacientes con LLC y +12.
Aunque las dos series de enfermos fueron parecidas, el grupo de pacientes americanos era
más joven (únicamente el 37% eran mayores de 65 años) e incluía un mayor porcentaje de
casos con alta expresión de CD38 (195). La conclusión fundamental de su trabajo fue que el
síndrome de Richter y las segundas neoplasias constituyen las causas principales de muerte
en los sujetos con +12. Posiblemente, debido a la menor edad de los pacientes del grupo del
MDACC, únicamente fallecieron 18 (7%), y el porcentaje de segundas neoplasias fue del
9% (22 pacientes). En nuestra publicación no se analizaron estos datos en detalle. Sin
embargo, tras una revisión de los mismos, se observó una tasa de mortalidad del 21,8% (69
casos). Curiosamente se detectó un mayor número de pacientes con segundas neoplasias, y
en sólo 8 de los 41 (14%), esta fue la causa de la muerte. Probablemente estas diferencias
pueden explicarse por la diferencia de edad entre las dos cohortes. En el caso del síndrome
de Richter, observamos datos similares al identificar 5 casos (1,7%) que fallecieron por este
motivo todos ellos.
El porcentaje de células con +12 por FISH subdivide grupos con
diferente curso clínico
El trabajo de investigación realizado en esta publicación ha permitido identificar, de
forma novedosa, que tener un porcentaje de células con +12 < o ≥ al 60%, es capaz de dividir
a los pacientes en 2 grupos con diferente SG y TPT (Figura 2, Capítulo 5). En el análisis
multivariado realizado en este estudio, el efecto de esta variable se mantuvo en el TPT.
Además, los sujetos con un mayor porcentaje de células mutadas tenían un recuento
leucocitario y linfocitario mayor; mayores niveles de LDH y B2M; más esplenomegalia y
debutaban con estadios de Binet más avanzados. Por tanto, nuestro estudio ha sido pionero
en identificar el valor del porcentaje de células alteradas por FISH en los pacientes con LLC
y trisomía 12. Recientemente, el grupo de la clínica Mayo ha confirmado estos datos a partir
de una base de datos de 1.585 pacientes, de los cuales, 205 (13%) presentaron +12. También
con el punto de corte de 60% encontraron 2 subgrupos de pacientes con diferente TPT,
aunque en su publicación no reflejan si hubo diferencias en la SG (140). En el caso de las
deleciones de 11q y 13q, nuestro grupo de investigación ha demostrado que los casos de
LLC que presentan un porcentaje alto de pérdidas celulares son más inestables
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8. Discusión general
genéticamente, lo que hace posible que la enfermedad evolucione desfavorablemente al
acumular mutaciones genéticas adicionales (141,145). Sin embargo, en nuestro estudio no
se pudo realizar el análisis de mutaciones, ni por tanto confirmar esta teoría para la +12, lo
que podría ser objeto de investigaciones futuras.
Otras características que predicen la SG y el TPT en los pacientes
con +12
Con la intención de poder predecir qué pacientes con +12 podían tener un mejor
pronóstico, se analizaron también otros factores que pudieran relacionarse con la SG y el
TPT. La mayoría de los pacientes de nuestra cohorte necesitaron tratamiento (60,6%), con
un TPT de 42 meses. Sin embargo, la SG estimada de estos casos fue bastante mayor (129
meses). Se especula que estas diferencias pueden deberse al hecho de que, en general, los
linfocitos con +12 expresan con mayor intensidad el CD20 y por tanto pueden ser más
susceptibles a los tratamientos con inmunoquimioterapia (196). En el análisis univariado, las
variables asociadas a un TPT peor fueron el estadio avanzado según la clasificación de Binet,
tener síntomas B, la esplenomegalia, el recuento linfocitario elevado, los niveles elevados
de LDH, y la deleción de 11q. En el análisis multivariado, las únicas variables incluidas en
el modelo final fueron el porcentaje de células con trisomía, el estadio clínico avanzado, los
síntomas B, 11q- y la linfocitosis elevada. En el trabajo antes referido del MDACC, los
factores significativos en el análisis multivariado fueron la esplenomegalia, el estadio clínico
avanzado de Rai y tener una deleción 14q. Ellos no investigaron el poder del porcentaje de
las células con trisomía y excluyeron los casos con 11q- de su análisis, con lo que las
variables para predecir el TPT fueron prácticamente las mismas en los dos estudios (195).
En cuanto a la SG, el estadio de Binet avanzado, la carga adenopática, la
esplenomegalia, los niveles elevados de LDH y de B2M, así como la expresión de CD38
fueron los factores significativos en el análisis univariado. En el multivariado solo el estadio
de Binet, los niveles de B2M y las pérdidas en 11q mantuvieron su poder discriminatorio.
En la cohorte publicada por el MDACC los factores que predecían una SG peor en el
multivariado fueron la leucocitosis extrema y el desarrollo de segundas neoplasias. En
nuestro estudio, este último factor no se tuvo en cuenta en el análisis.
En relación al estado mutacional de IGHV, pese a que hubo un predominio de pacientes
con perfil no mutado, no se observó valor pronóstico asociado a esta variable dentro de
nuestra cohorte. Esto ya se había documentado en otros estudios con +12 (194).
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Por último, se evidenció que el 19% de los individuos de nuestra serie tenían
alteraciones múltiples por FISH, además de la trisomía 12, proporción también similar a la
comunicada previamente (149). La pareja que con mayor frecuencia acompañó a la +12 fue
la 13q- (39 casos), seguida por la 17p- (14 casos) y, por último, la 11q- (9 casos). Como se
ha referido previamente, únicamente el tener una 11q- aportó pronóstico adicional a los casos
con +12. No se detectó que los individuos con 17p- tuvieran un pronóstico peor,
posiblemente por el bajo número de casos. Quizás las diferencias observadas en el grupo de
la 11q- se deban a que casi todos los pacientes con esta alteración presentaban la deleción
en más del 25% de las células (145). En cualquier caso, el siguiente trabajo que compone
esta Tesis Doctoral, estudia a fondo los casos de pacientes con alteraciones citogenéticas
múltiples determinadas por FISH en la LLC.
8.3 Características de los pacientes con alteraciones múltiples
(AM) detectadas por FISH
Con el objetivo de conocer la incidencia y características de los pacientes con AM por
FISH en la LLC se realizó una selección de los casos con estas alteraciones en la misma base
de datos que se usó en el estudio previo (Base de Datos del GELLC y GECGH).
Se detectó que un 15,4% de los pacientes (323 del total de los 2.095 enfermos)
presentaban más de una alteración por FISH al utilizar las 4 sondas más habituales
(11q22/ATM, 12q13, 13q34, y 17p13/TP53). A día de hoy ésta es la serie publicada que
incluye más casos con AM por FISH. La incidencia de casos con AM que se encontró en
nuestra población es similar a lo descrito previamente al utilizar el mismo panel de FISH
(122,137,172).
Las características de los pacientes fueron similares a las descritas en series previas de
pacientes con LLC (Tabla 1, Capítulo 6). En la mayoría de los casos (63%), las AM estaban
presentes desde el momento del diagnóstico, mientras que en el 37% restante fueron
adquiridas durante la evolución de la enfermedad. Al analizar si había diferencias en las
características de los pacientes en función del momento de adquisición de las AM, se observó
que los pacientes con AM al diagnóstico eran más mayores, con niveles más elevados de
B2M, estadios clínicos avanzados y mayor carga adenopática. Estas diferencias se pueden
explicar porque las características de los pacientes con AM adquiridas durante la evolución
de la enfermedad fueron recogidas en el momento del diagnóstico. Además, hubo más casos
con AM adquiridas durante la evolución de la enfermedad que precisaron recibir tratamiento,
lo que es esperable dado que el estudio FISH se suele realizar antes de iniciar tratamiento
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8. Discusión general
para la LLC. No se detectaron otras diferencias significativas entre los dos grupos de
pacientes.
En nuestra serie el 1,7% de los pacientes presentaron un síndrome de Richter, incidencia
quizás algo inferior a lo esperado (2-7%), si se tiene en cuenta que había pacientes que ya
presentaban una evolución previa de su enfermedad (casos con AM durante la evolución)
(197). Esto hace sospechar que la incidencia de síndrome de Richter no está aumentada en
casos con AM por FISH. Debido al carácter multicéntrico y retrospectivo de los datos de
nuestra base, esta observación debe interpretarse cuidadosamente ya que la incidencia de
síndrome de Richter podría estar infraestimada. En cualquier caso, es de destacar que los 5
pacientes que evolucionaron a síndrome de Richter presentaban +12 junto con otra
alteración, en casi todos los casos, de mal pronóstico (11q- o 17p-). Aunque no se dispuso
de los datos moleculares, posiblemente estos casos con +12 tendrían la mutación NOTCH-1,
tal y como se ha descrito en trabajos previos (54,156). Por tanto se podría concluir que para
que se desarrolle un síndrome de Richter no solo hace falta presentar la +12, sino alguna
alteración secundaria que pueda generar inestabilidad genética como podría ser 11q-, 17p- o
posiblemente mutación de NOTCH-1 (195).
La distribución entre las AM no es homogénea al ser las alteraciones
más frecuentes 13q- con 11q- o 17p- y la menos frecuente 11q- con 17p­
De forma parecida a lo publicado por otros autores, se observó que las anomalías
citogenéticas no estaban agrupadas aleatoriamente. Así, se evidenció un exceso de casos de
13q- con una alteración de riesgo alto (11q- o 17p-) con respecto a lo esperable por la
frecuencia de cada alteración individualmente (137,172). Estas 2 parejas supusieron el
58,2% de la serie, mientras que la siguiente combinación en frecuencia (13q- con +12)
supuso el 15,8%.
Las +12 y 13q- son eventos iniciales, mientras que 17p- se adquiere
de forma más tardía en la evolución de la LLC
El grupo de Landau et al. utilizó técnicas de secuenciación masiva para analizar la
evolución clonal en la LLC (130). Encontraron que tanto la 13q- como la +12 son dos
alteraciones iniciales en la patogénesis de esta enfermedad y, en su trabajo, prácticamente
excluyentes. Sin embargo, ya había evidencias previas de que ambas anomalías citogenéticas
pueden coincidir en torno a un 17% de los casos con AM o a un 4% de todos los pacientes
con LLC, como confirma nuestro trabajo (168,173). Además, en los casos con 13q- y +12
de nuestra serie, estas alteraciones se observaban en proporciones similares en el estudio de
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8.3. Características de los pacientes con alteraciones múltiples (AM) detectadas por FISH
FISH. Por tanto se puede inferir que en los casos en las que ambas concurren es a partir de
un solo clon celular. A diferencia, se vio que en los casos en los que 13q- y +12 se
combinaban con otras alteraciones, estas aberraciones solían constituir clones mayoritarios.
En cambio, 17p- se observó en proporciones celulares inferiores, lo que indica que tanto
13q- como +12 son eventos iniciales en la LLC. De hecho, en los casos con AM adquiridas
durante la evolución de la enfermedad y con un estudio FISH disponible al diagnóstico,
cualquiera de estas dos alteraciones se podía ver ya en el clon inicial en un 61% de los casos.
Los pacientes con AM desde el diagnóstico presentan una SG y TPT
similares a los pacientes de alto riesgo citogenético
El análisis de supervivencia se realizó únicamente en los casos en los que las AM se
habían detectado desde el momento del diagnóstico, para evitar los efectos en los resultados
de los tratamientos y la posible evolución clonal fruto de la evolución de la enfermedad. Para
ello se comparó este grupo de pacientes con los 1.501 casos procedentes de la misma base
de datos, sin AM y cuyo análisis citogenético por FISH se hubiera realizado también al
diagnóstico de la enfermedad. De este modo se pudo observar que los pacientes con AM
(incluyendo todo tipo de combinaciones y FISH-complejo) presentaron SG (76 meses) y
TPT (27 meses) cortos (Figura 1, Capítulo 6). Estos resultados sugieren que este grupo de
pacientes, con más de una alteración citogenética por FISH, es de riesgo alto, lo cual no es
sorprendente puesto que el 84,1% de estos casos albergaban 11q-, 17p- o FISH-complejo.
Adicionalmente, se analizó si había alguna diferencia entre los pacientes con FISH-
complejo y 17p-, ya que ambos grupos se consideran de riesgo muy alto. Se pudo observar
que los casos con FISH-complejo tuvieron la SG más corta, seguidos de los casos con 17p­
y otra alteración en comparación con los casos con dos alteraciones que no fuesen 17p. Dos
estudios recientes corroboran estos mismos resultados en individuos con LLC y cariotipo
complejo realizado por citogenética convencional o con adición de mitógenos (175,178).
Estas observaciones son relevantes puesto que, al considerar que el FISH-complejo
constituye un grupo riesgo de muy alto, se podría asumir que estos casos son similares a los
que presentan un cariotipo complejo en las situaciones en las que no se disponga de cariotipo
convencional. Además, en la era de los tratamientos dirigidos, se ha comunicado por algunos
autores que para predecir fracaso terapéutico, presentar un cariotipo complejo podría ser un
marcador más importante incluso que las mutaciones en TP53 (177).
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8. Discusión general
Nuestro estudio no está exento de limitaciones. Probablemente, la más destacable sea
la ausencia de cariotipos convencionales, que puede haber subestimado la cifra de casos con
cariotipo complejo.
Por último, el único grupo de pacientes con AM sin pronóstico malo fue el compuesto
por 13q- y +12. En estos casos se pudo observar que el TPT era más similar al de los
pacientes con +12 que a los de 13q- como únicas anomalías, lo que corrobora que la
alteración que mejor pronóstico aporta a la LLC es la 13q-, aunque solo si ocurre en como
anomalía única (126).
8.4 Características de los pacientes con hiperdiploidía detectada
por FISH
En este último trabajo, se analizó la incidencia y significado pronóstico de la
hiperdiploidía en la LLC. Para ello se utilizó una base de datos del Hospital Clínico
Universitario de Salamanca, que incluye todos los casos de LLC a los que se les solicitó un
estudio citogenético mediante FISH, procedentes tanto de Salamanca como de otros
hospitales para el cual éste es el de referencia. En el análisis de supervivencia de este artículo
se utilizó un grupo control que incluía una selección de 633 pacientes sin ganancias
cromosómicas y con datos de seguimiento completos de esta misma base de datos.
Hasta la fecha, los casos de LLC con cariotipo hiperdiploide solo se habían comunicado
de forma anecdótica en dos artículos, y en ambos asociado con pronóstico malo (182,183),
a diferencia de lo que ocurre en otras patologías como el mieloma múltiple.
La hiperdiploidía en la LLC es un hallazgo muy infrecuente
En nuestro estudio se pudo confirmar que la hiperdiploidía en la LLC es un hallazgo
excepcional, puesto que se observó en menos del 1% de los casos de nuestra serie que
incluyó 1.359 pacientes con LLC. Esta es la primera cohorte de casos con hiperdiploidía y
LLC publicada hasta la fecha, lo que nos permitió analizar mejor las características de estos
pacientes y su asociación con factores pronósticos.
La hiperdiploidía se asocia con factores de mal pronóstico para la
LLC
La otra conclusión importante de esta publicación, es que las LLC con hiperdiploidía
contienen otros factores de mal pronóstico, y posiblemente constituyan en sí mismas otro
factor adicional de alto riesgo para la LLC, si bien la mayoría de nuestros casos debutaron
como estadios iniciales, según la clasificación de Binet.
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8.4. Características de los pacientes con hiperdiploidía detectada por FISH
La mayor parte de los pacientes con hiperdiploidía (86%) necesitaron tratamiento en un
periodo de tiempo muy corto desde el diagnóstico (1,4 meses), significativamente inferior al
del grupo control. Además, las respuestas al tratamiento fueron de escasa duración (7 meses
de mediana), y una gran parte de los enfermos necesitaron recibir otras líneas de tratamiento
(mediana de 3). En consonancia, la SG de los pacientes con hiperdiploidía fue más corta (66
meses) que la del grupo control (147 meses) (Figura 1, Capítulo 7) desde el momento del
diagnóstico, aunque peor aún desde el momento en el que se detectó la hiperdiploidía (20
meses). En la mayoría de los sujetos, la hiperdiploidía se detectó desde el diagnóstico y solo
en un 29% de estos a consecuencia de la evolución de la enfermedad y después de algún
tratamiento.
Dentro de los factores de mal pronóstico para la LLC se observó que todos los casos en
los que se disponía del estado mutacional presentaban un perfil de IGHV no mutado (Tabla
2, Capítulo 7). No se pudo establecer una relación significativa entre el estado no mutado y
la hiperdiploidía en comparación con el grupo control, probablemente por el número bajo de
casos hiperdiploides, aunque sí una tendencia (P=0,05). En cuanto al FISH, se observó que
en el 57% de los casos se detectó alguna alteración citogenética adicional, mayoritariamente
de riesgo alto. Con respecto al grupo control, en este caso sí se detectó una asociación
significativa entre 17p- y la hiperdiploidía (P=0,04) (Tabla 3, Capítulo 7).
Debido a la gran importancia que han demostrado las mutaciones de TP53 en la LLC al
considerarse, quizás, el factor pronóstico más importante en esta enfermedad (49,69,198), se
tuvo la ocasión de analizar el estado de este gen en los pacientes de nuestro estudio con
hiperdiploidía. Así, se detectó un caso con TP53 mutado, sin 17p-. Por tanto, 3 de los 7 casos
con hiperdiploidía presentaron alguna alteración de TP53 (Tabla 2, Capítulo 7). La
asociación entre las mutaciones de TP53 y los cariotipos hiperdiploides se ha comunicado
previamente en otras neoplasias hematológicas, aunque no en la LLC (199). Es ampliamente
conocido que las alteraciones de TP53 son eventos tardíos en la evolución de la enfermedad
y suelen ocurrir a consecuencia de evolución clonal o después de tratamientos (131).
Curiosamente, los 3 casos con alteraciones de TP53 tenían una carga mutacional elevada, al
estar este clon en un porcentaje elevado de la población patológica, y el clon hiperdiploide
en una población menor. Este hecho sugiere que la hiperdiploidía puede ocurrir a
consecuencia de la inestabilidad genómica producida por las alteraciones de TP53 e incluso
ser un evento aún más tardío.
Este estudio presenta algunas limitaciones. Una de ellas es que debido a la proporción
escasa de individuos con hiperdiploidía, no se puede asegurar que el mal pronóstico
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8. Discusión general
observado en estos casos se deba claramente a esta alteración, o sea un factor de confusión,
debido a las otras alteraciones de pronóstico peyorativo presentes en estos pacientes
(mutaciones en TP53, FISH de alto riesgo o estado mutacional de IGHV no mutado). Pero,
sin duda, la mayor limitación es la ausencia de citogenética convencional para confirmar el
cariotipo hiperdiploide, así como excluir otras alteraciones adicionales que justifiquen un
cariotipo complejo. Lamentablemente, no se dispuso de esta información, ya que las guías
actuales de diagnóstico y tratamiento de la LLC no la incluyen como una prueba a realizar
(9). De todos modos, se utilizaron los resultados de las alteraciones citogenéticas
determinadas mediante FISH para considerar los cariotipos hiperdiploides, ya que en todos
los casos se observaron las mismas ganancias en la misma proporción de células con la
alteración.
Existe controversia acerca de si las ganancias cromosómicas deben considerarse como
una alteración más a la hora de definir un cariotipo complejo en la LLC o no (120). En caso
afirmativo, dos de los casos de nuestra serie podrían considerarse entonces como cariotipos
complejos, alteración ligada a un pronóstico infausto en la LLC, como se ha mencionado en
capítulos anteriores de esta Tesis Doctoral (118). Por tanto, en los pacientes con LLC e
hiperdiploidía, tampoco se podría asegurar que el mal pronóstico detectado se deba al
cariotipo complejo o hiperdiploide. Para aclarar esta premisa sería deseable contar con otros
estudios que incluyan casos hiperdiploides, preferiblemente con citogenética convencional.
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A continuación, se presentan las principales conclusiones del presente trabajo:
•	 Los resultados de nuestro estudio reproducen que el estado mutacional del gen de las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas es uno de los marcadores pronósticos más
potentes en la LLC. Es capaz de diferenciar dos subgrupos de pacientes diferentes: los
de perfil mutado (SG y TPT mejores, y asociación con alteraciones citogenéticas de
buen pronóstico) y los no mutados (SG y TPT peores y alteraciones citogenéticas de
mal pronóstico).
•	 Las familias y los segmentos génicos de VH muestran una distribución territorial
heterogénea, que en el caso de los pacientes de la región central y del noroeste de
España, es similar a la de otros países mediterráneos. Además, la identificación del
uso de la familia VH y el segmento génico concreto aporta información adicional
acerca del curso clínico de los pacientes. En nuestra serie, los segmentos VH 1-69,
VH 3-11 y VH 5-51 se asociaron con mal pronóstico. Debido a la baja representación
de VH 3-21, no se pudo relacionar con pronóstico malo, aunque sí con el patrón
mutado de IGHV.
•	 Los pacientes con LLC y trisomía 12 constituyen un subgrupo de enfermos con
pronóstico intermedio y de características heterogéneas. El porcentaje de células con
la trisomía es capaz de dividir dos subgrupos de pacientes con diferente SG y TPT, al
identificar a aquellos con un porcentaje ≥ a 60% como de pronóstico peor. Otras
variables que influyen tanto en la SG como en el TPT son el estadio clínico avanzado
según la clasificación de Binet, y la deleción del cromosoma 11.
•	 Las alteraciones múltiples determinadas mediante FISH se detectan en torno a un 15%
de los pacientes y la mayoría de ellas desde el diagnóstico de la enfermedad. Existe
una predisposición en los casos con 13q- a asociarse con 11q- y 17p-. La asociación
de 11q- con 17p- es rara.
•	 Las alteraciones citogenéticas múltiples confieren mal pronóstico, probablemente por
la incidencia elevada de casos con 17p-, 11q- y FISH complejo. Dentro del grupo de
riesgo más alto, los casos con FISH-complejo son los de pronóstico peor, seguidos de
17p- junto con otra anomalía. El único subgrupo de pronóstico mejor, dentro de los
casos con AM es el de 13q- con +12, cuyos pacientes se comportan más como los
casos con +12 que 13q- como única anomalía citogenética.
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9. Conclusiones
•	 La hiperdiploidía detectada por FISH (ganancia de al menos 3 de las 5 sondas
utilizadas) es un hallazgo muy inusual en la LLC, con una prevalencia inferior al 1%.
•	 Los pacientes con hiperdiploidía tienen otros factores de mal pronóstico, como el
estado no mutado de IGHV, la existencia de alteraciones citogenéticas de riesgo alto
o la presencia de mutaciones de TP53. Como consecuencia, la SG y el TPT son más
cortas respecto a los enfermos sin hiperdiploidía.
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ANEXO A – MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL
CAPÍTULO 5 (ARTÍCULO 2)
Table S1. Genomic aberrations assesed by FISH divided according to the percentage of
cells carrying +12.
FISH +12 <60% n=174 FISH +12 ≥60% n=115
Total other FISH aberrations
13q- (n=34)
17p- (n=11)
11q- (n=5)
11q- and 13q- (n=3)
17p- and 13q- (n=2)
17p- and 11q- (n=1)
34
17
8
4
3
2
0
22
17
3
1
0
0
1
Only +12 (n=233) 140 93
Figure S1. Kaplan-Meier curves for: time to first therapy (TTFT) in patients with +12 and
11q- (A); and overall survival (OS) in patients with +12 and 11q- (B).
S1A
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ANEXO B – MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL
CAPÍTULO 6 (ARTÍCULO 3)
Table S1. Number of cases with each combination of abnormalities belonging to the
complex-FISH subgroup.
Complex-FISH combination Number of cases
13q-, 11q- and 17p­
13q-, 17p- and +12
17q-, 11q- and +12
13p-, 11q- and +12
4 abnormalities
12
6
5
4
1
Table S2. Time to first therapy for each subgroup of MA when they occurred at diagnosis.
 
Median
MA TTFT 95%CI P value
(months)
13q - and +12 53 42-64 0.1
+12 and 17p­ 36 9-63
13q- and 11q­ 27 12-41
Complex-FISH 37 6-67
13q- and 17p­ 20 9-30
11q- and 17p­ 6 0-27
+12 and 11q­ 14 2-26
Table S3. Overall survival for each subgroup of MA when they occurred at diagnosis.
 
MA Median OS (months) 95%CI P value
13q - and +12
+12 and 17p­
13q- and 11q­
Complex-FISH
13q- and 17p­
11q- and 17p­
+12 and 11q­
not reached
not reached
not reached
41
37
43
62
not reached
not reached
not reached
27-54
0-80
25-60
42-82
0.01
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ANEXO C – MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL
CAPÍTULO 7 (ARTÍCULO 4)
Table S1. Univariate log rank analysis. A. Time to first therapy (TTFT). B. Overall Survival
(OS).
S1A
Variable Median TTFT (months) 95%CI P value
Hyperdiploidy Yes
No
1
53
0.1-1.8
53-73
0.003
Sex Male
Female
59
75
47-71
53-97
0.3
B symptoms Absent
Present
73
2
56-89
1-26
<0.001
Lactate dehydrogenase Normal
High
74
9
57-90
5-13
<0.001
β2microglobulin Normal
High
106
32
84-127
20-44
<0.001
Binet stage A
B
C
94
7
1
72-116
4-10
0.3-2
<0.001
Rai stage 0
1
2
3
4
121
27
8
1
1
88-154
19-34
3-13
0.3-2
0.1-2
<0.001
Lymphadenopathy ≤ 3 areas
> 3 areas
91
5
69-112
2-8
<0.001
Splenomegaly Absent
Present
83
6
61-104
0.9-11
<0.001
Hepatomegaly Yes
No
11
67
0.1-21
54-80
<0.001
IGHV mutation status Yes
No
182
31
102-261
24-38
<0.001
17p­ Present
Absent
10
66
1.5-18
54-78
<0.001
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11. Anexos
S1B
 
Variable Median OS (months) 95%CI P value
Hyperdiploidy Yes
No
66
147
0-174
124-269
0.018
B symptoms Absent
Present
162
64
122-202
47-80
<0.001
Lactate dehydrogenase Normal
High
173
74
136-210
61-87
<0.001
β2microglobulin Normal
High
239
94
46-331
68-120
<0.001
Binet stage A
B
C
195
77
40
155-235
51-103
19-70
<0.001
Rai stage 0
1
2
3
4
275
120
77
51
36
138-412
97-141
71-82
21-80
6-66
<0.001
Lymphadenopathy ≤ 3 areas
> 3 areas
195
76
140-249
65-87
<0.001
Splenomegaly Absent
Present
173
75
140-206
63-87
<0.001
Hepatomegaly Yes
No
126
147
80-172
123-171
p=0.005
IGHV mutation status Yes
No
239
123
129-348
97-148
<0.001
17p­ Present
Absent
51
157
33-69
125-189
<0.001
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Table S2. Multivariate Cox regression analysis. S2A. Time to first therapy (TTFT). S2B.
Overall Survival(OS).
S2A
Variable Hazard ratio 95%CI P value
Hyperdiploidy
Mutational status
17p­
Advanced Binet stage
Advanced Rai stage
Absence B symthoms
Hepatomegaly
Splenomegaly
>3 lymph node areas
High β2microglobulin
High LDH
2.5
3.3
1.7
1.5
1.5
0.2
4.7
1.2
2.0
1.2
0.9
0.5-11.2
2.2-5.1
0.8-3.8
0.7-3.09
1.1-2.2
0.1-0.4
2.2-10
0.3-1.08
1.1-3.7
0.7-1.8
0.5-1.7
0.2
<0.001
0.1
0.2
0.007
<0.001
<0.001
0.2
0.02
0.4
0.8
S2B
 
Variable Hazard ratio 95%CI P value
Hyperdiploidy
Mutational status
17p­
Advanced Binet stage
Advanced Rai stage
B symthoms
Hepatomegaly
Splenomegaly
>3 lymph node areas
High β2microglobulin
High LDH
0.3
2.6
5.6
0.4
1.8
1.0
3.0
0.7
2
1.9
1.6
0.07-1.8
1.4-5
2.4-12
0.1-1.2
1.1-2.8
0.3-3.4
0.9-9.4
0.2-2.0
0.8-4.7
1.0-3.6
0.7-3.7
0.2
0.002
<0.001
0.1
0.012
0.8
0.05
0.5
0.1
0.03
0.2
129
11. Anexos 
130 
 
